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ABSTRAKT 
 
V této diplomové práci byly studovány interakce v systému obsahující 
polyelektrolyt-tenzid při nízkých i vysokých koncentracích tenzidu. 
Při fluorescenčním měření byl použit pyren jako fluorescenční sonda, jako tenzid byl 
použit kationtový cetyltrimethylamonium bromid a jako hlavní polyelektrolyt byl 
zvolen polystyrensulfonát sodný o molekulové hmotnosti 1 MDa. V prostředí 
obsahující 0,15 M NaCl docházelo ke tvorbě komplexních struktur – sraženin v okolí 
CMC koncentrace a za touto koncentrací. Ve směsích obsahující dohromady 
polyelektrolyty polystyrensulfonát sodný i hyaluronan převládaly především agregační 
schopnosti polystyrensulfonátu sodného při různých koncentračních poměrech. 
Za hodnotou CMC však začaly působit také agregační schopnosti hyaluronanu. 
 
ABSTRACT 
 
In this diploma thesis, the interactions between polyelectrolyte and surfactant at 
low and also at high concentration were studied. There was used pyrene as fluorescent 
probe during the fluorescence spectroscopy measurement, a cationic surfactant 
cetyltrimethylammonium bromide and as a main polyelectolyte has been chosen 
sodium polystyrene sulfonate at 1 MDa molecular size. In the medium containing 
0.15 M NaCl we could observed a creation of the complexes – precipitates in the 
surrounding of CMC concentration and behind of this concentration. In the mixtures 
containing sodium polystyrene sulfonate and hyaluronan together, there was stronger 
tend to keep aggregation properties of sodium polystyrene sulfonate during difference 
concentration ratios. Beyond CMC concentration starts to influence the aggregation 
properties of the system hyaluronan as well. 
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1. ÚVOD 
Obor biotechnologie je jeden z nejperspektivnějších vědních odvětví současné 
doby. Její výsledky mají vysokou hodnotu nejen společenskou, ale také ekonomickou. 
Pod biotechnologiemi si lze představit tkáňové inženýrství, zemědělskou výrobu 
laboratorně připravených plodin, ale také inovace v oboru klasické chemie. Například 
do výroby chemických látek se zavádí biokatalýza, která je sice finančně velice 
nákladná, ale její výhody nakonec své investice vrátí ať už v podobě ušetření 
na energií nebo díky vyšší výrobní produktivitě. Proto se do biotechnologií 
v posledních letech investuje velké množství financí a očekává se, že se vložené 
investice několikanásobně vrátí. 
Naším cílem výzkumu se stala látka hyaluronan sodný. Ta má velké množství 
aplikací – od využití v kosmetologii pro její zvlhčující vlastnosti, přes schopnost 
napomáhat hojení ran po mnoho dalších, doposud nevyužitelných aplikací. Při všech 
se využívá jedinečných vlastností hyaluronanu – vysoká hygroskopičnost, 
viskoelastická povaha, vynikající biokompatibilita, a její schopnost degradovat 
na bezpečné (mezi)produkty. 
V našich laboratořích Fyzikální chemie biopolymerů se zabýváme fyzikálními 
vlastnostmi cílených nosičových systémů tvořených právě hyaluronanem a opačně 
nabitými tenzidy. Aby bylo možné připravit dokonalý systém, je předem nutné 
vytvořit modelové případy. Proto se tato diplomová práce zabývá srovnávací studií a 
jako srovnávaný polyelektrolyt byl zvolen polystyrensulfonát sodný. V jedné části 
práce byl použit také jiný biopolymer − dextran, z fyzikálního hlediska se ale jedná 
o nenabitý polymer, proto je nemožné jej navázat pomocí elektrostatických interakcí 
k tenzidům. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Fluorescenční spektroskopie 
Fluorescenční spektroskopie je metoda, která má praktické využití v celé škále 
oborů – biotechnologie, lékařská diagnostika, genetická analýza, a mnoho dalších 
[1]-[4]. 
Základním termínem pro tuto metodu je luminiscence. Luminiscencí je myšlena 
emise světla z nějaké látky, která vzniká z elektronově excitovaných stavů. Pokud 
dochází k absorpci světla ze zdroje, pak mluvíme o fotoluminiscenci. Pokud byla 
energie molekulám dodána chemickou reakcí – chemiluminiscence. Při dodání energie 
biologickými pochody – bioluminiscence. Po dodání energie působením elektrického 
pole – elektroluminiscence.  
Luminiscence se formálně dělí na dvě kategorie - fluorescence a fosforescence – 
v závislosti na povaze excitovaného stavu. V singletovém excitovaném stavu je 
elektron v excitovaném orbitalu spárovaný s druhým elektronem v základním orbitalu. 
Proto je návrat do základního stavu spinově povolený a dochází k emisi fotonu. 
Rychlost fluorescence je řádově 108 s−1, proto typická doba života fluorescence je 
blízká 10 ns. 
 
Obr. 1: Některé z často se vyskytujících luminiscenčních organických látek mající 
fluorescenční vlastnosti. 
Doba života fluorescence (τ) je průměrný čas mezi excitací elektronu a jeho 
návratem do základního stavu. Tato informace je důležitá, vezmeme-li v úvahu dobu 
života 1 ns v kontextu s rychlostí světla. Světlo prostupuje prostorem rychlostí 
přibližně 30 cm za jednu nanosekundu. Mnoho fluoroforů vykazuje 
subnanosekundovou životnost. Doba života se měří speciální fluorescenční metodou, 
známou jako časově rozlišená fluorescence. Díky ní získáváme další informace 
o fluoroforu v excitovaném stavu. Kvůli krátké časové škále fluorescence vyžaduje 
měření časově rozlišené fluorescence sofistikovanější optiku a elektroniku. Navzdory 
experimentálním obtížím, časově rozlišená fluorescence je často využívaná metoda, 
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protože dodává více informací z naměřených dat a doplňuje tak data získaná 
ze statických nebo steady−state měřeních. 
Fosforescence je emise světla z tripletového excitovaného stavu, ve které má 
elektron v excitovaném stavu stejnou spinovou orientaci jako elektron v základním 
stavu. Přechod do základního stavu je proto spinově zakázaný a rychlost emise je 
v rozmezí 103−100 s−1, tedy pomalá. Životnost fosforescence je typicky 
v milisekundách až sekundách. 
Fluorescence se typicky vyskytuje u organických molekul mající aromatický kruh. 
Některé fluorescenční látky (fluorofory) jsou vyznačeny na Obr. 1. 
Obecně nejznámějším fluoroforem je chitin, který je součástí nápoje tonik. Jestliže 
je láhev tonikové vody vystavena slunečnímu záření, může být na povrchu pozorována 
slabá modrá záře. Tato záře je nejjasnější, pokud je láhev pozorována v pravém úhlu 
ve vztahu se slunečními paprsky a pokud je snížena dielektrická konstanta přidáním 
méně polárního rozpouštědla, např. alkoholy. Chinin obsažený v toniku je excitován 
ultrafialovým zářením, které je složkou slunečních paprsků. Po návratu do základního 
stavu chinin emituje modré záření s vlnovou délkou blízkou 450 nm. První pozorování 
fluorescence z chininového roztoku ve slunečním světle byla popsána sirem Johnem 
Frederick William Herschelem již v roce 1845 [7]. 
Chinin má v historii fluorescence ještě jedno prvenství. Právě díky této chemické 
sloučenině se začal během druhé světové války vyvíjet první spektrofluorimetr. 
Ministerstvo obrany Spojených států Amerických se zabývalo výzkumem léčiv proti 
malárii a právě chinin byl jednou z uvažovaných látek. Studování tohoto léčiva pak 
vyústilo v navazující program společnosti National Institues of Health k vývoji 
prvního funkčního spektrofluorimetru, který nakonec vznikl v 50. letech minulého 
století. 
Fluorescenční spektrální data jsou obecně prezentována jako emisní a excitační 
spektra. Fluorescenční emisní spektrum je křivka fluorescenční intenzity v závislosti 
na vlnové délce (v nanometrech) nebo na vlnočtu (cm−1). Excitační spektrum je 
závislostí intenzity fluorescence na vlnové délce excitujícího záření. 
Hodnoty emise a absorpce ovlivňuje několik fyzikálních a chemických faktorů – 
hodnota pH, zhášeče, tlak, teplota, viskozita, polarita a další, které současně ovlivňují 
kvantový výtěžek fluorescence, který je dále definovaný níže. 
Důležitým znakem fluorescence je vysoká citlivost detekce. Citlivost fluorescence 
byla demonstrována již v roce 1877, kdy se němečtí vědci snažili předvést, že řeky 
Dunaj a Rýn jsou navzájem propojeny podzemními proudy. Toto propojení bylo 
demonstrováno vsypáním fluoresceinu do řeky Dunaj. O 60 hodin později se objevila 
zelená fluorescence v malé říčce, která se vlévala do Rýnu. 
Užitečnou veličinou pro popis fotofyzikálních a fotochemických procesů je 
kvantový výtěžek Φ. Pod tím si lze představit poměr počtu emitovaných fotonů k počtu 
absorbovaných fotonů za jednotku času. Látky s vyšším kvantovým výtěžkem, mají 
intenzivnější emisi. Matematicky lze kvantový výtěžek zapsat podle rovnice (1). 
S
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Hodnota kr
S
 je rychlostní konstanta radiační deaktivace S1→S0 s emisí fluorescence. 
Hodnota knr
S
 je celková neradiační rychlostní konstanta, kterou lze vyjádřit rovnicí (2), 
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kde kic
S
 je rychlostní konstanta vnitřní konverze S1→S0 a kics  je rychlostní konstanta 
mezisystémového přechodu. 
2.1.1 Jablońskiho diagram 
Proces, který nastává mezi absorpcí a emisí světla je nejčastěji popisován pomocí 
Jablońskiho diagramu, který je pojmenován podle profesora Alexandra Jablońskiho 
(1898-1980), který je považován za otce fluorescenční spektroskopie. Ve svých 
pracích popsal koncentrační depolarizaci a zasloužil se i o vznik termínu anizotropie, 
kterou popisuje jako polarizovanou emisi z roztoků. Samotný Jablońskiho diagram 
existuje od roku 1935. 
Jablońskiho diagram se používá jako výchozí ilustrace pro diskusi světelné 
absorpce a emise. Diagram existuje v několika různých formách a popisuje několik 
různých molekulárních procesů, které mohou nastat v excitovaných stavech. Jeden 
z možných diagramů je znázorněn na Obr. 2. 
Symboly S0, S1 a S2 značí elektronové hladiny, tedy základní stav, první singletový 
stav resp. druhý singletový stav. Elektron excitovaný absorpcí může existovat 
na kterékoliv z těchto hladin a současně na některé z jejich vibračních energetických 
hladin. 
 
Obr. 2: Jablońskiho diagram. 
Absorpce fotonu se týká pouze elektronů molekul. Rychlost tohoto procesu je 
okolo 10
−15
 s, tedy příliš rychlá pro jakékoliv významné vytlačení jader, proto jádra 
během procesu absorpce nemají téměř žádný pohyb. Tento efekt se nazývá 
Franck−Condonův princip. 
Všechny elektrony mají tendenci vracet se do svého původního stavu. Tento děj, 
nazývaný deexcitace a může se dít dvěma různými způsoby. Buď excitovaná molekula 
ztratí svou energii vyzářením světelného kvanta, tedy luminiscencí, nebo dochází 
k termochemickým reakcím. Z pohledu fluorescenční spektrofotometrie jsou tedy 
důležité luminiscenční jevy. 
Po absorpci fotonu je celý atom v „nestabilním stavu“ a nachází se na některé 
z vibračních hladin nejčastěji prvního nebo druhého elektronového stavu. Z těchto 
hladin se takzvanou vibrační relaxací dostává na nejnižší vibrační hladinu prvního 
elektronového stavu S1. Jedná se o další velice rychlý proces – 10
−12
 s. Fluorescenční 
emise obecně vzniká z tepelně rovnovážných stavů, které se nacházejí na nejnižší 
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vibrační hladině S1. Tento jev se nazývá Kashovo pravidlo a netýká se pouze 
fluorescence, ale všech luminiscenčních jevů týkajících se návratu elektronů 
na základní elektronovou hladinu. Konkrétně říká, že procesy Sn→S1 a Tn→T1 jsou 
obvykle tak rychlé, že životnost vyššího excitovaného stavu je velmi krátká a 
kvantový výtěžek emise pro vyšší excitované stavy je velice malý. Z tohoto důvodu je 
luminiscence ve většině případů pozorována z nejnižšího excitovaného stavu [5]. 
Při fluorescenci se elektron nemusí vracet pouze na základní vibrační hladinu S1, 
ale také na jakoukoliv další vibrační hladinu prvního excitovaného stavu. Důsledkem 
emise do vyšších vibračních hladin základního elektronového stavu je zrcadlový obraz 
emisního a absorpčního spektra přechodu S0→S1. Za tuto podobnost může fakt, že 
elektronová excitace nemění geometrii jader.  
Elektrony na hladině S1 mohou podléhat spinové konverzi (mezisystémový 
přechod) do prvního tripletového stavu T1. Emise z tripletového stavu je nazývaná 
fosforescence a vzhledem k fluorescenci má nižší energii, je tedy posunuta k vyšším 
vlnovým délkám. 
Další z možností, jak se může elektron dostat z tripletového stavu zpět 
do základního singletového je reverzním mezisystémovým přechodem na nejnižší 
vibrační hladinu S1, ze kterého ztrácí dále energii opět fluorescencí. Tento jev se 
nazývá zpožděná fluorescence. Emisní spektrum zpožděné fluorescence je shodné 
s emisním spektrem přímé fluorescence. 
2.1.2 Stokesův posuv 
Při fluorescenci je energie emise nižší než energie absorpce. Tento jev poprvé 
vypozoroval Sir G. G. Stokes v roce 1852. Stokesovým posuvem je myšlen rozdíl 
mezi maximální hodnotou absorpčního pásu a maximální hodnotou emisního pásu 
stejného elektronového přechodu. Graficky je Stokesův posuv znázorněn na Obr. 3. 
 
Obr. 3: Grafické znároznění Stokesova posuvu. 
Po absorbování fotonu, systém (molekula nebo atom) získává energii a dostává se 
do excitovaného stavu. Jednou ze systémových cest k relaxaci je emitované záření 
(dalším způsobem ztráty energie jsou tepelné ztráty). Pokud má vyzářený foton nižší 
energii než absorbovaný foton, pak se rozdíl těchto energií nazývá Stokesův posuv. 
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Jinými slovy, emitované záření má větší vlnovou délku (menší vlnočet) než záření 
absorbované. Lze definovat parametr v~ : 
EA vvv
~~~  ;     (3) 
kde Av
~  a Ev
~  jsou vlnočty absorpce, respektive emise. 
Parametr v~  může poskytovat informace o excitovaných stavech. Jestliže je 
dipólový moment fluoreskující molekuly vyšší v excitovaném stavu než v základním, 
pak se Stokesův posuv zvyšuje se vzrůstající polaritou rozpouštědla. Z praktického 
hlediska je detekce fluorescence snazší, pokud je Stokesův posuv větší. 
2.1.3 Vavilovo pravidlo 
Vavilovo pravidlo je důsledkem Kashova pravidla (viz. kapitola 2.1.1). Uvádí, že 
kvantový výtěžek a doba trvání excitovaného stavu některých molekul nezávisí 
na vlnové délce excitačního záření. Z toho lze tedy odvodit, že emisní spektra nejsou 
závislá na vlnové délce excitačního záření [6]−[7]. 
2.1.4 Vnitřní filtrační efekt 
Fluorescenční intenzita je úměrná koncentraci fluoroforu pouze při nízkých 
koncentracích, tedy při velmi omezeném rozsahu absorbance. V tomto případě je 
dopadající světlo pouze mírně až zanedbatelně zeslabené. Při vyšších koncentracích je 
poměrně významné množství dopadajícího světla absorbováno dříve, než dorazí 
do části prostoru kyvety, odkud je snímán signál. Tento jev se nazývá vnitřní filtrační 
efekt, který se snažíme eliminovat. 
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2.2 Molekulová absorpční spektroskopie v UV−VIS oblasti 
Molekulová absorpční spektroskopie patří mezi jedny z nejstarších, 
nejjednodušších, ale také nejpoužívanějších analytických metod. UV−VIS 
spektroskopie je rychlou, přesnou, citlivou a experimentálně nenáročnou metodou. 
Dochází k absorpci elektromagnetického záření v oblasti ultrafialového a viditelného 
světla. Při absorpci je vyvolána změna energetického stavu molekuly – nejčastěji 
dochází ke změně elektronového stavu ∆Ee (150-600 kJ∙mol
−1), vibračního stavu ∆Ev 
(2−60 kJ∙mol−1) a velice malou měrou se podílí i změna rotačního stavu molekuly ∆Er 
(2 kJ∙mol−1). Celkově lze zapsat vztah (4) energií k vlnové délce absorbovaného 
záření: 


c
hhEEEE rve     (4) 
ve kterém je h Planckovou konstantou, c rychlostí světla a  vlnovou délkou. 
Ve vzdálené UV oblasti ( < 190 nm) absorbují nasycené sloučeniny a monoenové 
sloučeniny. V blízké ultrafialové oblasti (190-380 nm) absorbují polynenasycené a 
aromatické sloučeniny. Ve viditelné oblasti (380-780 nm) absorbují všechny barevné 
struktury. 
 
Obr. 4: Přehled elektronových přechodů v UV-VIS spektroskopii. 
Na Obr. 4 jsou graficky znázorněné nejčastější elektronové přechody v UV−VIS 
spektroskopii. Přechod →* (110−135 nm), přechod →* a n→* (160−225 nm), 
přechod n→* (od 285 nm). 
V molekulové absorpční spektroskopii je vhodné seznámit se z několika často 
používanými pojmy. Chromofor je funkční skupina schopná absorpce v UV−VIS 
oblasti. Auxochrom je substituent nebo skupina atomů s volným elektronovým párem, 
který vyvolává posun max k vyšším vlnovým délkám. Bathochromní (červený) posun 
je posun max k delším vlnovým délkám způsobeným chemickou modifikací molekuly 
nebo vlivem rozpouštědla. Hypsochromní (modrý) posun je opakem bathochromního 
posunu, který vede ke kratším vlnovým délkám. Hypochromní efekt způsobuje snížení 
hodnoty maximálního molárního absorpčního koeficientu max a hyperchromní efekt 
hodnotu max zvyšuje. Tab. 1 znázorňuje některé jednoduché chemické vazby a 
molekuly, typ elektronového posunu, který v dané molekule nastává, a hodnotu vlnové 
délky, při které je absorbance ve svém maximu. 
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Tab. 1: Přehled některých jednoduchých molekul a typů chemických vazeb, typ 
elektronového přechodu a hodnota maximální vlnové délky absorbance. 
Chromofor Přechod max [nm] 
H2O →
* 
183 
CH4 →
*
 173 
CH3OH n→
*
 187 
H2C=CH2 →
* 162 
H−CH=O →* 270, 185 
C=N n→*; n→
*
 190, 300 
N=N n→* 340 
N=O n→* 630−700 
 
V absorpční spektroskopii hraje významnou úlohu výběr rozpouštědla. To může 
upravovat hodnoty max a , ale také tvar spektra (interakce rozpouštědlo−analyt). 
Koncentrace analytu nejčastěji ovlivňuje intenzitu absorpčních pásu, občas ale může 
docházet k mezimolekulárním interakcím, například ke tvorbě dimerů. Vliv pH může 
být významný u sloučenin, které mění svou elektronovou strukturu v závislosti na pH. 
Kvantitativní analýza se řídí Lambert-Beerovým zákonem: 
lcA         (5) 
kde  je molární absorpční koeficient, c je koncentrace analytu a l je optická délka. 
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2.3 Sondy 
Ve fluorescenční spektroskopii se využívají sondy, které vykazují při dodání 
energie ve formě světla další fotofyzikální vlastnosti. Pomocí těchto vlastností jsme 
schopni získávat informace o měřeném systému. Sondy jsou velice často používány 
ke zkoumání fyzikálně−chemických, biochemických i biologických systémů v široké 
škále vědeckých či průmyslových disciplín. V současné době existuje velké množství 
fluorescenčních sond lišících se právě ve svých fotochemických vlastnostech. Ty pak 
rozlišujeme na sondy citlivé na polaritu prostředí, resp. mikroprostředí (pyren), 
viskozitu (1,3−bis(pyren−1−yl)propan – P3P), anizotropii (difenylhexatrien – DPH) 
nebo pH (prodan). 
2.3.1 Pyren 
Pyren je nejčastěji používanou a také nejlépe popsanou fluorescenční sondou. Je 
tvořen kondenzovanými aromatickými uhlovodíky, konkrétně jeho strukturu tvoří 
čtyři aromatické jádra. V přírodě se nachází v uhelném dehtu a to v množství 2 %. 
V pevném stavu se jedná o bílou pevnou látku s bodem tání v rozmezí 145-148 °C. 
Ve vodě je téměř nerozpustný (rozpustnost 0,135 mg∙dm−3), přesto ale vykazuje 
z vodného prostředí fluorescenční záření. 
Při měření s pyrenem se nejčastěji využívají hodnoty intenzity maxim emisního 
spektra, zvlášť pak hodnoty intenzit prvního vibračního pásu, vyskytující se při vlnové 
délce 373 nm (I1; IM), hodnota intenzity třetího vibračního pásu při vlnové délce 
383 nm (I3) a také hodnota intenzity fluorescence při vlnové délce 470 nm (IE), 
při které může vznikat tzv. excimer, což je zkrácený název pro excitovaný dimer. 
Tvorba excimeru je u pyrenu typická pro lokální zakoncentrování pyrenu v micelách, 
v případě koloidních systémů obsahující tenzidy v okolí kritické micelární koncentrace 
(CMC). Při navyšování koncentrace tenzidu za CMC, roste počet micel, ve kterých se 
může sonda rozpouštět. Snižuje se tím pravděpodobnost vzniku excimeru a ve spektru 
dochází k poklesu jeho intenzity. 
Všechny tři měřené hodnoty intenzit zobrazuje Obr. 5. Z těchto tří hodnot jsme 
schopni vyhodnotit dva parametry charakterizující dvě různé vlastnosti systému. 
Parametr EmPI (v literatuře často označovaný jako I1/I3) a parametr Ex:Mo 
(v literatuře jako IE/IM). 
EmPI lze označit jako emisní polaritní index. Jedná se o poměr vibračního pásu I1 
a vibračního pásu I3. V polárním prostředí (voda) je hodnota tohoto intenzitního 
poměru 1,5−1,8, v methanolu v rozmezí 1,0−1,3, naopak v nepolárních 
rozpouštědlech, jakými mohou být uhlovodíky, dosahuje poměr hodnoty 0,6 
(cyklohexan) [8]−[11]. Důležité je ale dodat, že na polaritě nezávisí oba měřené 
vibrační pásy pyrenu, ale pouze první, při vlnové délce 373 nm. Čím je prostředí 
polárnější, tím vyšší je hodnota intenzity prvního pásu, tím je vyšší také tento 
intenzitní poměr, a naopak [12]. 
Této velice silné závislosti EmPI na okolním médiu bývá často využíváno 
k indikaci tvorby micel v micelárních systémech nebo podobných agregačních 
systémech. Pyren je na změnu prostředí velice citlivý a proto je užitečný ke zjišťování 
kritických micelárních koncentrací. Ve vodných systémech obsahujících povrchově 
aktivní látky (PAL) má hodnota EmPI před CMC stejnou velikost jako v samotném 
vodném prostředí. Při koncentracích překračující CMC jsou však hodnoty pro EmPI 
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podobné jako pro alkoholy (tedy kolem 1,0−1,3), což znamená, že se pyren rozpouští 
v hydrofobních jádrech micel. 
 
Obr. 5: Emisní spektrum pyrenu, včetně a bez emisního pásu excimeru, který se 
objevuje při vlnové délce 470 nm. 
Druhým získaným parametrem  je Ex:Mo, tedy poměr intenzit fluorescence 
excimeru a prvního vibračního pásu pyrenu. Pod tímto parametrem se ukrývá 
bimolekulový proces, který je řízen kinetikou druhého řádu. Kinetika druhého řádu je 
závislá na difúzi, která je nepřímo úměrná viskozitě. Proto lze poměr Ex:Mo využít 
jako ukazatel mikroviskozity prostředí. Excimer v systému vzniká, jakmile se 
do jednoho hydrofobního jádra solubilizuje více než jedna molekula pyrenu. Následně 
dochází k překrytí pyrenových jader a vyzáření emisního záření, jehož intenzita se 
nachází v intervalu od 430 do 540 nm s maximem v rozmezí 470−475 nm (IE). 
Se vzrůstající koncentrací tenzidů roste počet micel v systému, dochází tím 
ke snižování pravděpodobnosti lokálního zakoncentrování pyrenu a zároveň 
k pravděpodobnosti vzniku excimeru. Z tohoto důvodu je vznik excimeru považován 
za další z možných metod stanovení kritické micelární koncentrace. Nelze ji 
považovat ale za metodu definitivní a přesnou, protože výsledné hodnoty jsou silně 
závislé na koncentrační řadě, kterou lze velice obtížně proložit jakoukoli známou 
matematickou křivkou. Jednou z možností je derivace křivky Ex:Mo, ale i v tomto 
případě se musí počítat s výraznou statistickou chybou. 
Pyren se ve fluorescenční spektroskopii musí používat pouze ve velice nízkých 
koncentracích (> 10–5 M), při vyšších koncentrací dochází ke samozhášení. 
2.3.2 Nilská červeň 
Nilská červeň je triviálním názvem organické sloučeniny 9-diethylamino-5H-
benzo[alpha]phenoxazin-5-on. Jedná se o často používané hydrofobní barvivo, které 
má i fotochemické vlastnosti použitelné ve fluorescenční spektroskopii. Své praktické 
využití nachází v biologických systémech, jako jsou membrány [16], micely [17], 
reverzní micely [18], proteiny (−laktoglobulin [19], −kasein [20], albumin [21]) či 
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značení biologických tkání [22]. Kromě organické chemie je velice často využívaná i 
v anorganické chemii, například v systémech obsahující kapalné krystaly [23] nebo 
zeolity [24]. 
Nilská červeň může být rozpuštěna v široké škále rozpouštědel za vzniku různě 
barevných roztoků. Její chování je silně závislé na polaritě rozpouštědla nebo polaritě 
mikroprostředí. Vyšší polarita roztoků se vyznačuje modrou fluorescenční emisí, 
zatímco nižší polarita je charakteristická pro červenou emisi fluorescence. V případě 
rozpuštění Nilské červeně v ethanolu je barva fluorescence purpurová, v toluenu 
vzniká žlutá fluorescence. Ve vodě je Nilská červeň nerozpustná a téměř 
bez fluorescence, jelikož je vodou zhášena [25]. Avšak ve směsi acetonu s vodou 
vykazuje modrou fluorescenci. 
 
Obr. 6: Fluorescence Nilské červeně v různých rozpouštědlech – zleva: ethanol, 
dichlormethan, toluen, cyklohexan, směs aceton + voda [26]. 
2.3.3 Olejová červeň O 
Hydrofobní barvivo Oil Red O (dále jen ORO) lze nalézt pod systematickým 
názvem 1−([4−(xylylazo)xylyl]azo)−2−naphtol, nebo také pod označením Solvent 
Red 27. Struktura vychází ze Sudánového základu, má podobnou strukturu jako 
barviva Sudan III, Sudan IV nebo Sudan Black B. Často se používá v histologii 
pro obarvování tuků ve tkáních, ale také jako složka barevných kouřů v pyrotechnice 
[27]. ORO nevykazuje fluorescenční chování. 
2.3.4 Sudánová červeň G 
Další hydrofobní barvivo, které má systematický název amethoxybenzenazo-β-
naphthol. Jedná se o lyzochromní azo barvivo (barvivo, které je přednostně 
rozpouštěno v lipidové fázi), které je rozpustné v tucích a užívá se často pro značení 
tuků, olejů či vosků. Je nerozpustná ve vodě a nevykazuje fluorescenční chování. 
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2.4 Hyaluronan 
Hyaluronan, nebo také sodná sůl kyseliny hyaluronové (HyA) je hlavní složkou 
komplexů glukosaminglykanů nacházejících se v mimobuněčných pojivech, 
především pak v měkkých pojivových tkáních. 
 
Obr. 7: Chemická struktura hyaluronanu  – disacharidová jednotka. 
První izolaci tohoto vysokomolekulárního biopolymeru provedl již ve třicátých 
letech minulého století německý chemik Karl Meyer z očního sklivce [28]. Chemickou 
strukturu pak určil stejný chemik o 20 let později [29]. Pomocí chemických a 
enzymatických metod tak stanovil, že hyaluronan je lineární polymer skládající se 
z opakujících se disacharidových jednotek. Molekuly kyseliny Dglukuronové a 
NacetylDglukosaminu jsou spojeny přes střídající se glykosidickou vazbu 1,3 a 
1,4 (Obr. 7). Hyaluronan se může vyskytovat ve formě oligomeru, tzn. že řetězec 
tvoří pouze několik disacharidových jednotek. Mnohem častěji se však vyskytuje 
ve formě polymeru, který může obsahovat 5 000−20 000 disacharidových jednotek 
(kdy každá disacharidová jednotka odpovídá přibližně 400 Da) o celkové molekulové 
hmotnosti 0,1-10 milionů Daltonů. Délka takovéhoto řetězce pak je 10 m [30]. Jedná 
se o jednu z hlavních a největších molekul extracelulární matrix, která obklopuje 
buňky pojivové tkáně. Hyaluronan tak v extracelulární matrix inhibuje adhezi buňky 
k buňce, podporuje tedy migraci. 
Hyaluronan je látka velmi dobře rozpustná ve vodě, kdy po rozpuštění vzniká 
viskózní roztok. Zároveň platí úměra, čím je koncentrace hyaluronanu větší, tím je 
roztok viskóznější. V roztocích je molekula hyaluronanu rigidní, což je způsobeno 
chemickou strukturou disacharidů, vnitřními vodíkovými můstky a interakcemi 
s rozpouštědlem. Axiální vodíky tvoří nepolární a poměrně hydrofobní oblasti, 
zatímco ekvatoriální strana řetězce tvoří polárnější, hydrofilnější oblasti. Pomocí 
nukleární magnetické rezonance bylo zjištěno, že každá disacharidová jednotka je vůči 
další jednotce otočená o 180°. Dvě disacharidové jednotky tedy dávají otočení o 360° 
a struktura se vrací do své původní podoby [31]. Tímto uspořádáním se tvoří stočená 
stuhovitá struktura, která dokáže v roztocích zaujmout velkou oblast [32]−[34]. 
Hyaluronan se nachází v mimobuněčném prostoru u vyšších savců. V lidském těle 
pak především v měkkých pojivových tkáních. Mezi měkké pojivové tkáně patří 
O
OH
OH
O
COOH
O
O
OH
CH2OH
O
NH
O
CH3
 
 
D-glukuronová kyselina (GlcUA) N - Acetyl D-glukosamin (GlcNAc)
 
GlcUa GlcUaGlcNAcGlcNAc
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vaziva, tedy šlachy, vazy, podkožní či mízní uzliny. Největší koncentrace hyaluronanu 
byly objeveny v lidské pupeční šňůře či v kohoutím hřebínku (Tab. 2). V současné 
době se pro výrobu hyaluronanu využívá speciálně modifikovaný druh streptokoků, 
kteří dokáží produkovat velice čistý hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti. 
 
Tab. 2: Koncentrace hyaluronanu ve tkáních a tkáňových tekutinách [35]. 
Tkáň nebo tekutina 
Koncentrace 
v mg∙dm−3 
Kohoutí hřebínek 7500 
Lidská pupeční šňůra 4100 
Lidské kloubové mazivo 1420−3600 
Hovězí nosní chrupavka 1200 
Sklivec lidského oka 140−338 
Lidská kůže 200 
Mozek králíka 65 
Svalstvo králíka 27 
Lidské hrudní lymfy 8,5−18 
Lidská moč 0,1−0,5 
Lidská krev 0,01−0,1 
 
Hyaluronan je látka pro lidské tělo vlastní, takže není cytotoxická, imunogenní ani 
teratogenní. Navíc se jedná o výborný humektant, lubrikant a biologicky aktivní látku. 
Metabolismus hyaluronanu je velice dynamický. Některé buňky v těle provádějí 
po celou dobu přítomnosti hyaluronanu ve tkáních aktivní syntézu a zúčastňují se také 
katabolismu. Syntéza je vyrovnávaná katabolismem, proto ve tkáních zůstává stále 
konstantní množství hyaluronanu. Z již dřívějších studií [33] bylo zjištěno, že poločas 
rozpadu molekul hyaluronanu ve chrupavce se pohybuje v rozmezí 2−3 týdnů. 
V současné době se hyaluronan využívá a zkoumá v několika perspektivních 
oborech – buněčná biologie, chirurgie, kosmetika, imunologie či farmacie. Velice 
zajímavé je využití hyaluronanu z pohledu nosičových systémů pro léčiva, především 
pak pro cytostatika působící proti rakovinotvorným buňkám. Hyaluronan se totiž váže 
na několik buněčných receptorů, kdy z pohledu nosičových systémů jsou 
nejzajímavější interakce s proteiny CD44 a RHAMM, které se u rakovinotvorné buňky 
nacházejí v mnohem větší koncentraci než u buňky nenapadené [36]. Přítomnost 
hyaluronanu pak způsobuje nárůst nové buněčné tkáně, která tumor obklopuje a 
vyživuje. Pokud by hyaluronan byl schopen nést k postiženému místu léčivo, bylo by 
možno tímto způsobem nádory léčit přímo v místě postižení. 
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2.5 Polystyrensulfonát sodný 
Polystyrensulfonát sodný (poly (sodium 4−styrenesulfonate) patří mezi syntetické 
iontové polymery. Ty mají jednoduchou chemickou strukturu a jsou používány jako 
modelové případy pro složitější, v přírodě se vyskytující biopolymery. Mezi nejčastěji 
používané syntetické iontové polymery patří polyakrylová kyselina (PAA), 
polystyrensulfonát sodný (PSS) nebo polyalkylaminy (PAAM). U polymerů, jejichž 
hlavní řetězec je tvořen nasycenými uhlovodíky, tedy vazbou C-C, můžeme očekávat 
volné konformace v roztocích jako důsledek volné rotace kolem vazby. I z tohoto 
důvodu se tak stávají vyhledávanými látkami pro modelové případy. 
Polystyrensulfonát sodný se v pevném stavu vyskytuje jako bílý prášek, případně je 
jeho barva mírně nažloutlá (zapříčiněno způsobem výroby, nemá významný vliv 
na fyzikální vlastnosti). PSS je velice snadno rozpustný ve vodě a nerozpustný 
v nižších alkoholech. Bod tání je 460 °C a hustota při 25°C je 0,801 g∙cm−3. Může být 
připraven polymerizací nebo kopolymerizací styrensulfonátu sodného nebo sulfonací 
polystyrenu.  
V lékařství se používá pro snižování nebezpečně vysoké hladiny draslíku v krvi, 
tzv. hyperkalemii. Ta může způsobit srdeční arytmii, v krajních případech také smrt. 
Jako léčivo na hyperkalemii je velice efektivní, ale největší obavy jsou zde 
při kombinaci se Sorbitolem (hexan−1,2,3,4,5,6−hexaol), která může přivodit nekrózu 
gastrointestinálního traktu. Mezi běžné vedlejší účinky PSS patří střevní problémy, 
nechutenství, nadýmání žaludku, zvracení či zácpa. Kromě snižování hladiny draslíku 
napomáhá PSS snižování hladiny lithia a tyroxinu (hormon štítné žlázy). Doposud se 
neprokázalo, že by PSS byl karcinogenní, mutagenní či způsoboval zhoršenou 
porodnost [37]−[38]. 
Naopak, v současné době probíhají studie, podle kterých lze PSS použít jako 
antikoncepční přípravek s mikrobicidními účinky. Předklinické testy odhalily, že PSS 
inhibuje hyaluronidázu spermií, inhibuje akrosin, podporuje akrozomální ztráty a 
napomáhá průnikáním děložním hlenem a přitom nezabíjí či jinak neimobilizuje 
spermie [39]. 
 
Obr. 8: Struktura molekuly polystyrensulfonátu sodného. 
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2.6 Dextran 
Dextran je komplexní větvený polysacharid složený z glukosových molekul. 95 % 
molekul D-glukosy je vázáno vazbou −1−6 (viz. Obr. 9). Bakteriální dextran je 
jedním z prvních polysacharidů vyráběných průmyslově. Jeho molekulová hmotnost je 
vysoce proměnlivá, může se lišit v rozmezí od 3 do 2000 kDa. Dextran se průmyslově 
připravuje ze sacharózy dextranovým kvašením za pomoci mikroorganismu 
Leuconostoc mesenteroides. V jeho přítomnosti je využíván enzym 
−1−6−glukan:D−fruktosa−2−glukosyltransferasa, který štěpí molekuly sacharozy a 
váže glukosové zbytky do dextranového řetězce za současného uvolňování fruktosy. 
 
Obr. 9: Znázornění molekuly dextranu. 
Dextran je velice stabilní molekulou, jednotlivé frakce jsou stabilní až po dobu pěti 
let, pokud je skladován ve formě prášku ve vysušeném stavu, za laboratorní teploty a 
bez přístupu vzduchu. Pokud je vystaven vzduchu, pomalu absorbuje vzdušnou 
vlhkost. Dextranové roztoky je možno sterilizovat pomocí zahřívání v autoklávu. Ty 
poté mohou vydržet několik let při správném skladování za konstantní teploty. 
Optimální hodnota pH při skladování je 6−7. Další techniky sterilizace dextranu, jako 
například ozařování, může vést k jeho degradaci. V průběhu procesu zahřívání 
v autoklávu může docházet k mírnému poklesu pH a mírnému nažloutnutí 
jednotlivých frakcí. Tento vedlejší efekt sterilizace ale nemá žádné vedlejší účinky 
ovlivňující fyzikálně−chemické ani jiné vlastnosti. 
Klinické studie prováděné v posledních 50 letech potvrdili zdravotní nezávadnost 
dextranu v lidském organismu. Hodnoty LD50 podávaných intravenózně dosahovaly 
hodnot 55 g∙kg−1 v těle myší, 18 g∙kg−1 v těle králíků a 10 g∙kg−1 v tělech psů. Tyto 
hodnoty se mírně lišily v závislosti na molekulové hmotnosti dextranu. Nejčastější 
formou administrace dextranu do krevního řečiště je orální formou. Dextran způsobuje 
zvýšení hladiny cukru a glykogenu v játrech. V současné době má dextran v lékařství 
využití jako náhrada krevní plasmy při léčbě šoku, protože díky své vysoké 
molekulové hmotnosti neprostupuje stěnami cév a onkoticky na sebe váže vodu. Má 
tedy podobný efekt jako bílkoviny plasmy [40]. 
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2.7 Asociativní (micelární) koloidy 
Pod pojmem asociativní koloidy se ukrývají nízkomolekulární chemické látky, 
které mohou vytvářet koloidně disperzní částice neboli micely a jsou označovány jako 
povrchově aktivní látky (PAL), v technické oblasti (věda, průmysl) pod názvem 
tenzidy. Micely vznikají vratnou asociací z pravých roztoků  
Tenzidy jsou charakteristické pro svou amfifilickou strukturu, kde jedna část 
molekuly tvoří hydrofobní (nepolární) část neboli „chvost“ a druhá část molekuly 
hydrofilní (polární) část neboli „hlavu“. Schematické znázornění molekuly tenzidu je 
na Obr. 10. Hydrofobní část molekuly je nejčastěji tvořena nasyceným 
uhlovodíkovým řetězcem, méně často pak heterocyklickým nebo aromatickým 
kruhem. Tenzidy, jejichž hydrofobní část je tvořena uhlíkovým řetězcem, musí tento 
řetězec tvořit minimálně osmi uhlíkovými atomy, aby dosahovaly povrchově aktivních 
vlastností. 
 
 
Obr. 10: Schématické znázornění povrchově aktivní látky. 
V praxi mají tenzidy širokou škálu využití díky smáčecím, emulgačním a čistícím 
účinkům, které vycházejí z jejich fyzikálních vlastností. Právě pro tyto vlastnosti se 
s tenzidy setkáváme dennodenně v podobě sprchových gelů, prostředků na mytí 
nádobí, pracích prášků a spoustě podobných přípravků. Svou důležitou roli hrají 
tenzidy i v medicíně, buď jako nosiče léčiv, emulgátory nebo jako modely pro popis 
fyzikálních vlastností jiných, povrchově aktivních léčiv – například antidepresiva 
(chlorpromazin, amitriptylin) nebo antihistaminika (difenhydramin, bromfeniramin). 
2.7.1 Povaha tenzidů 
Tenzidy jsou klasifikovány podle schopnosti disociovat ve vodném prostředí 
na iontové (aniontové, kationtové, amfolytické) a neiontové. První tři jmenované jsou 
nositelé náboje, poslední nikoliv. Mezi ionogenní tenzidy se řadí například 
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), tetradecylamonium chlorid (TTAC), 
dodecylsulfát sodný (SDS), cetylpyridinium chlorid (CPC). Neionogenními tenzidy 
jsou n−oktyl −D−thioglukopyranosid (OTG), polyoxyethylen(9,5)oktylfenol (Triton 
X−100). Některé z těchto tenzidů jsou znázorněny na Obr. 11. 
Amfolytické tenzidy (v odborné literatuře pod názvem zwitterionové) nesou kladný 
i záporný náboj, v závislosti na pH. Typickým zástupcem této skupiny je molekula 
N−dodecyl−N,N−dimethylbetainu. 
Hydrofilní hlava 
Hydrofobní chvost 
23 
 
Zvláštním typem tenzidů je skupina nazvaná gemini−tenzidy. Jedná se o dimer 
tenzidu, tj. dvě amfifilní molekuly spojené pomocí tzv. raménka (spacer). Raménkový 
řetezec může být hydrofobní nebo hydrofilní povahy, rigidní nebo ohebný, a měl by 
vázat oba diméry v blízkosti nebo přímo v místě hydrofilní hlavy tenzidu. 
 
Obr. 11: Příklady různých typů tenzidů: a) Aniontové tenzidy – alkylsulfát sodný; b) 
kationtové tenzidy – alkylpyridinium chlorid; c) amfolytické tenzidy – alkyl betain; d) 
neiontové tenzidy – alkohol ethoxyláty. 
Aniontové tenzidy jsou největší třídou tenzidů (asi 60 % produkce). Nejčastější 
nositelé záporného náboje jsou karboxylové, sulfátové, sulfonátové a fosfátové 
skupiny. Nejobvyklejšími protiionty jsou sodík, draslík, amoniový ion, vápník nebo 
různě protonované alkylové aminy. Obecně lze o aniontových tenzidech říct, že jsou 
nekompatibilní s kationtovými tenzidy (přesto zde existuje několik důležitých 
vyjímek). V takovém případě se začíná tvořit slabě disociující sůl o velké molární 
hmotnosti, která je ve vodném prostředí téměř nerozpustná. Tato skupina tenzidů je 
citlivá na tvrdou vodu. Citlivost klesá v pořadí karboxyláty > fosfáty > sulfáty ≈ 
sulfonáty. Krátký polyoxyethylenový řetězec mezi aniontovou skupinou a 
uhlovodíkovým řetězcem výrazně zlepšuje odolnost proti soli. Krátký 
polyoxypropylenový řetězec mezi aniontovou skupinou a uhlovodíky zlepšuje 
rozpustnost v organických rozpouštědlech (ale může snižovat stupeň biodegradace). 
Neiontové tenzidy jsou druhou největší třídou tenzidů. Polární skupiny této třídy 
tvoří nejčastěji polyetherová nebo polyhydroxylová jednotka. Jsou libovolně slučitelné 
se všemi ostatními typy tenzidů. Nejsou citlivé na tvrdou vodu. Fyzikálně−chemické 
vlastnosti této skupiny tenzidů nejsou výrazně ovlivňovány polyelektrolyty. 
Fyzikálně-chemické vlastnosti ethoxylovaných sloučenin jsou závislé na teplotě. 
Oproti iontovým tenzidům se při vyšších teplotách stávají více hydrofobními. 
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Kationtové tenzidy jsou třetí největší třídou tenzidů. Velká většina kationtových 
tenzidů je založena na dusíku jako atomu nesoucích kladný náboj. Nejběžněji se 
vyskytuje ve formě aminů nebo kvartérně amoniových solí. Aminy fungují jako 
tenzidy v protonovaném stavu, z tohoto důvodu nemohou být použity při vysokém pH. 
Všechny typy tenzidů založených na dusíku s vyjímkou kvartérně amoniových solí 
jsou mnohem citlivější na polyvalentní anionty. Kationtové tenzidy nemusí mít pouze 
dusík jako nosič náboje, vyjímkou nejsou ani sulfonové nebo sulfoxidové skupiny. 
Kationtové tenzidy jsou obecně nekompatibilní s aniontovými tenzidy (ačkoliv opět 
existuje několik důležitých výjimek). Dochází ke stejnému efektu popsanému již 
u aniontových tenzidů. Hydrolyticky stabilní kationtové tenzidy vykazují vyšší vodnou 
toxicitu než ostatní tenzidové třídy. Většina povrchů (kovové, minerální, plastové, 
vláknové, buněčné membrány, aj.) jsou záporně nabité. Primární využití kationtových 
tenzidů je spojeno s jejich tendencí adsorbovat se na tyto povrchy. 
Amfolytické tenzidy jsou nejmenší třídou tenzidů, která je částečně způsobena 
jejich náročnější výrobou a tudíž i vyšší cenou. Stejně jako neiontové tenzidy jsou 
libovolně slučitelné s ostatními třídami tenzidů a nejsou citlivé na tvrdou vodu. 
Obecně jsou stabilní v kyselinách i v zásadách. Zejména u betainů zůstávají jejich 
povrchové vlastnosti v silných zásadách. Většina tenzidů této skupiny vykazuje velice 
nízkou oční a kožní dráždivost. Jsou proto vhodné pro použití v šampónech a dalších 
produktech osobní péče. 
Většina povrchově aktivních látek je rozpustná ve vodném prostředí. Rozpustnost 
mnoha PAL je silně závislá na teplotě. Mnoho látek v nasyceném stavu stále netvoří 
micely. Při zvyšování teploty a překročení dostatečně vysoké teploty dochází 
v systému ke vzniku micel. Tento teplotní bod se nazývá Krafftova teplota. Hodnota 
Krafftovy teploty je závislá na délce hydrofobního řetězce a na povaze protiiontu. 
Amfipatická struktura tenzidů je zodpovědná za jejich charakteristické vlastnosti. 
Povrchová aktivita vychází z adsorpce na površích nebo na mezifázových rozhraních 
dvou nemísitelných fází, nejčastěji voda/vzduch. Hydrofobní část molekuly je 
vytlačována z roztoku směrem k mezifázovému rozhraní a hydrofobní část se dostává 
ven z roztoku, zatímco hydrofilní část v roztoku zůstává. Totéž se děje i na rozhraní 
dvou navzájem nemísitelných roztoků. Hybnou sílou tenzidů pro adsorpci 
na mezifázových rozhraních je snížení volné energie tohoto fázového rozhraní. 
Pro pojem mezifázová volná energie se mnohem častěji používá termín mezipovrchové 
napětí . 
Druhým specifickým chováním amfipatických molekul je tvorba micel, micelizace. 
Micelizace je agregace molekul tenzidů, která je závislá na koncentraci. Hlavním 
důvodem tvorby micel je dosažení systémového stavu s minimální energií. Při nízkých 
koncentracích mohou amfipatické molekuly dosáhnout adekvátního poklesu celkové 
volné energie systému akumulací monomerů na površích nebo mezifázových 
rozhraních. S rostoucí koncentrací se tato metoda snižování volné energie stává 
neadekvátní a monomery tenzidů se formují do micel. Jinými slovy lze říci, že 
s rostoucí koncentrací dochází k nasycení mezifázového rozhraní nebo povrchu 
molekulami tenzidů, což způsobí kolaps systému a následnou agregaci, při které 
vznikají micely. Hydrofobní skupiny molekul tenzidů tvoří jádro micely a jsou 
chráněny před vodným prostředím. Změna volné systémové energie je závislá 
na změnách entropie i entalpie podle vzorce (6): 
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STHG        (6) 
Pro micelární systém při pokojové teplotě je entropický člen zdaleka nejdůležitějším 
členem při výpočtu volné energie (hodnota ST  je tvořena z přibližně 90−95% 
hodnoty G ). 
Se vznikem micel souvisí termín kritická micelární koncentrace (CMC). Nad touto 
koncentrací obsahuje systém pouze micely. Jedná se o reverzibilní proces, 
s přídavkem rozpouštědla, které způsobí pokles koncentrace tenzidů pod hodnotu 
CMC, se micely opět rozpadnou. CMC nedosahuje vysokých hodnot, řádově se 
nachází v rozmezí 10−3-10−5 mol∙dm−3. 
 
Obr. 12: Změna vybraných fyzikálních vlastností po překročení hodnoty CMC: A – 
osmotický tlak; B – schopnost solubilizace; C – turbidita; D – povrchové napětí; E – 
intenzita světelného rozptylu roztoku; F – molární vodivost. 
Systém obsahující micely má naprosto odlišné fyzikální vlastnosti než systém 
sestávající pouze z volných unimerů adsorbovaných na mezifázovém rozhraní. 
Na Obr. 12 lze vidět změnu vybraných fyzikálních vlastností po překročení hodnoty 
CMC. 
2.7.2 Micely 
Micely jsou v roztoku v dynamické rovnováze s volnými molekulami (monomery). 
Existuje několik druhů micel. Základní rozdělení je odvozeno od prostředí, ve kterém 
micely vznikají. Ve vodném (nebo jiném polárním) prostředí je jádro micely tvořeno 
hydrofobním uhlíkovým řetězcem. Pokud vznikají nabité micely z ionogenních 
tenzidů, pak jsou obklopené elektrickou dvojvrstvou vytvořenou vzniklými protiionty. 
Polární skupiny jsou orientovány ve Sternově vrstvě směrem k vodě, tedy ve vnější 
části elektrické dvojvrstvy. 
Sférické (Hartleyovy) micely jsou nejjednodušším typem, jejichž jádro je tvořené 
navzájem propletenými uhlíkovými řetězci a povrchem z polárních skupin. Poloměr 
této micely je téměř shodný s délkou jedné molekuly tenzidu tvořící tuto micelu. 
Sférické micely jsou charakterizovány pro svou malou velikost a tudíž i své nízké 
agregační číslo (50-150 molekul monomeru) a výrazně pozitivní spontánní 
zakřiveností (nejedná se tedy o dokonale sférické těleso). 
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S rostoucí koncentrací přestává roztok obsahovat sférické micely a začíná tvořit 
válcové. V podstatě se jedná o micely podobného tvaru jako sférické, pouze mají 
prodloužené jádro. Micelární délka je vysoce proměnná, proto jsou tyto micely 
polydisperzní. 
Dalším typem jsou lamelární (McBainovy) micely. Hydrofobní jádro v jednotlivých 
vrstvách má tloušťku rovnou přibližně 80 procentům délky dvou uhlíkových řetězců. 
Díky charakteristickému uspořádání McBainových micel mohou dostatečně 
koncentrované roztoky přecházet v gel. 
Netypickým tvarem micel je jejich inverzní forma. Ta vzniká v nepolárních 
roztocích, ve kterých je jádro micely tvořeno hydrofilními skupinami, a uhlíkové 
řetězce jsou orientovány do nepolárního prostředí. Podobně jako u „normálního“ typu 
micel, také inverzní micely se mohou při zvýšení koncentrace formovat do válcové 
formy. Inverzní micely jsou velice malé, mnohem menší než sférické, nejsou tvořeny 
více než 10 molekulami monomeru. Všechny čtyři popsané typy micel zobrazuje Obr. 
13. 
 
Obr. 13: Různé tvary micel [41]. 
Micely lze mimo jiné charakterizovat agregačním číslem. To udává, kolik molekul 
monomeru tenzidu tvoří příslušnou micelu. 
2.7.3 Faktory ovlivňující kritickou micelární koncentraci 
Existuje celá řada faktorů, které ovlivňují hodnotu kritické micelární koncentrace. 
Záleží na chemické struktuře, tedy na povaze hydrofilní i hydrofobní části tenzidu, 
na povaze protiiontu, na teplotě i na přídavcích elektrolytů k roztokům tenzidů. 
Hodnota CMC silně klesá s rostoucí délkou alkylového řetězce tenzidu. Dobré 
aproximace se lze dopočítat pomocí vzorce (7): 
C]CMClog[ BnA      (7)
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kde nC je počet uhlíků v alkylovém řetězci a hodnoty A a B jsou konstanty 
pro homologickou řadu. Konstanty A a B jsou tabelovány pro některé hodnoty teploty. 
Obecně lze říci, že CMC neiontových tenzidů je mnohem menší než iontových. 
Při stejné délce alkylového řetězce je hodnota CMC neiontových tenzidů až o dva 
koncentrační řády nižší než u iontových tenzidů. Mírný vliv na hodnotu CMC má také 
povaha náboje hydrofilní skupiny. Kationtové tenzidy mají mírně vyšší kritickou 
micelární koncentraci než aniontový o stejné délce alkylového řetězce. 
Významnou roli také hraje chemická valence protiiontu. Zatímco monovalentní 
anorganický protiiont dává přibližně stejnou hodnotu CMC, narůst valenčního čísla 
o 2 snižuje hodnotu CMC zhruba čtyřikrát. Povaha protiiontu zároveň určuje micelární 
velikost. Velikost micely se u kationtových tenzidů liší v pořadí Cl− < Br− < I−. 
U anioaktivních tenzidů je pořadí Na+ < K+ < Cs+. Obecně platí, že čím méně je 
protiion hydratovaný, tím jsou tvořeny větší micely. To je způsobeno tím, že slabě 
hydratové protiionty mohou být adsorbovány mnohem snadněji na povrchu micely a 
dochází k poklesu nábojového odpuzování mezi polárními skupinami. 
Dalším faktorem ovlivňujícím CMC je teplota. Při zahřívání neiontových tenzidů 
může dojít k tvorbě zákalu. K tomu dochází po překročení tzv. cloud point, tedy bodu 
nebo teploty zákalu. Tento efekt je reverzibilní, po ochlazení se roztok opět stává 
průhledným. Vznik turbidity v bodě zákalu je důsledkem separace roztoku na dvou 
fázích a nejčastěji dochází po překročení teploty 100 °C. U iontových tenzidů není vliv 
teploty tak významný, laboratorně zjištěné změny hodnoty CMC se se změnou teploty 
měnily v rozmezí 10 až 20 %. 
Přidáním elektrolytu k roztoku obsahujícím iontové tenzidy dochází k nárůstu 
agregačního čísla a zároveň k poklesu kritické micelární koncentrace. Tento efekt lze 
vysvětlit ve vztahu s velikostí odpudivých sil mezi nabitými hlavy tenzidů a 
následným poklesem elektrické práce micelizace. Naopak přídavek elektrolytu 
k neiontovým tenzidům nemá za výsledek téměř žádný efekt. 
Změna tlaku systému nemá na hodnotu žádný vliv, malých rozdílu lze dosáhnout 
pouze při výrazně vysokém nárůstu tlaku. 
2.7.4 Biodegradace a odbourávání v přírodě 
Biodegradace je důležitým parametrem, se kterým se musíme vypořádat, chceme-li 
tenzidy nebo jiné povrchově aktivní látky aplikovat do živého organismu. Aby byly 
tyto látky odbouratelné, musí mít dostatečnou rozpustnost ve vodě. Vysoce lipofilní 
látky (fluorotenzidy) se akumulují v lipidových tkáních a rozkládají se velmi pomalu. 
Naštěstí je většina tenzidů ve vodě snadno rozpustná, proto k akumulaci nedochází tak 
často. Avšak prvotním rozkladem tenzidů mohou vznikat meziprodukty o nízké 
rozpustnosti, které opět mohou výrazně zpomalit biodegradaci těchto meziproduktů. 
Povrchově aktivní látky obsahují vazby, které lze snadno rozštěpit enzymatickou 
katalýzou. Rychlost procesu biodegradace se stává jednou z otázek současného bádání 
a vědci se pokoušejí do povrchově aktivních látek přivést slabší vazby, které by 
rozklad urychlovaly. Tyto nové vazby se snaží navázat mezi hydrofobní a hydrofilní 
částí tenzidu. Příkladem vazeb mohou být esterové nebo amidové vazby, které jsou 
rozkládány za pomocí enzymů esteráza/lipáza nebo peptidáza/acyláza. 
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Dalším parametrem omezujícím biodegradaci je štěpení alkylového řetězce. 
Důvodem může být sférické stínění postranních řetězců, které brání aktivním místům 
tenzidů reagovat s příslušnými enzymy. 
Schopnost štěpení a odbourávání tenzidů ve volné přírodě je důležitým parametrem 
při výrobě, ale i hlavně při samotném používání tenzidů jak v průmyslu, tak ve všech 
ostatních oborech, protože za jeden rok se vyprodukují miliony tun tenzidů, z nichž 
velká část končí v odpadních vodách a následně v řekách, jezerech a mořích. Ve volné 
přírodě probíhá také enzymatický rozklad tenzidů za pomocí bakterií. Sérií 
enzymatických reakcí se molekula tenzidu nakonec rozloží až na oxid uhličitý, vodu a 
oxidy dalších prvků. Většina chemických vazeb je v přírodě nakonec rozložena a 
rychlost rozpadu je dostatečně rychlá k tomu, aby bylo téměř nemožné naměřit 
neakceptovatelná množství nejen samotných PAL, tak i jejich metabolitů. Pokud látka 
(nebo produkt) nepodléhá přírodní biodegradaci, pak je stabilní a přetrvává v životním 
prostředí. Stupeň degradace pro tenzidy se liší od 1-2 hodiny pro mastné kyseliny, 
přes 1-2 dny pro lineární alkylbenzenové sulfonáty, až po měsíce pro větvené 
alkylbenzenové sulfonáty. Stupeň degradace je závislá na mnoha faktorech, např. 
koncentrace, pH či teplota. 
Biodegradace má 2 stupně: primární a konečný. Při primární degradaci tenzidů 
dochází ke ztrátě povrchově aktivních vlastností. Z ekologického hlediska je mnohem 
důležitější konečná degradace tenzidů, při které dochází k rozkladu až na oxid uhličitý. 
2.7.5 Solubilizace 
Po překročení kritické micelární koncentrace získávají tenzidy další fyzikální 
vlastnost – schopnost solubilizace, tedy rozpouštět v micelách tenzidů další látky. 
Do jádra micel se mohou rozpouštět všechny nepolární látky, které jsou v čistém 
vodném prostředí nerozpustné nebo rozpustné jen částečně. Polární látky jsou 
solubilizovány na povrchu micely nebo v její těsné blízkosti. Schopnost solubilizace se 
zvyšuje s rostoucí koncentrací tenzidů – čím více micel, tím lepší solubilizace. 
Při solubilizaci roste hmotnost micel povrchově aktivních látek. To je způsobeno 
nejen přítomností cizorodé látky ve struktuře micel, ale také s faktem, že 
se solubilizací se zvětšuje objem hydrofobního jádra, tím se musí také zvýšit agregační 
číslo micel. 
Citace k celé kapitole Asociativní (micelární) koloidy [41]−[44]. 
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3. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Cílem této diplomové práce bylo srovnat agregační chování jiných polyelektrolytů 
a kationtových tenzidů s agregačním chování hyaluronanu a katintových tenzidů. Jako 
hlavní polyelektrolyt, který byl k tomuto účelu vybrán, byl polystyrensulfonát sodný 
(PSS). Ten obsahuje ve své chemické struktuře skupinu -OSO3
−, která způsobuje, že 
po rozpuštění tohoto polymerního polyelektrolytu dochází k úplné ionizaci, čímž se 
z něj stává silný polyelektrolyt. Hyaluronan na druhou stranu obsahuje karboxylovou 
skupinu, která způsobuje, že hyaluronan po rozpuštění ve vodě dissociuje pouze 
částečně. Jako kationtový tenzid byl vybrán CTAB, tedy cetyltrimethylamonium 
bromid, obsahující 16 atomů uhlíku v uhlovodíkovém řetězci. Součástí této práce bylo 
zároveň seznámení se s PSS, tedy především určit jeho rozpustnost ve vodném 
prostředí a z rešerší nastudovat jeho fyzikální vlastnosti. 
Důvodem tohoto srovnání je teorie, že hyaluronan spolu s povrchově aktivními 
látkami může tvořit nosičový systém pro cílenou distribuci léků. Aby bylo možné 
takový systém připravit, musí se současně studovat modelové podmínky. Jedním 
z modelových případů je použití hyaluronanu a CTAB, přestože CTAB má určitou 
toxicitu pro lidský organismus. Do tohoto systému se solubilizuje molekula pyrenu, 
která je pro nás fluorescenční sondou, ale v praxi pak může být zaměněna 
za hydrofobní léčivo. Dalším z modelových případů je použití jiných polyelektrolytů 
než hyaluronan (zde polystyrensulfonát sodný) a zjištěné výsledky aplikovat zpět 
na hyaluronan. 
Studiem interakcí mezi tenzidy a polymery se lidé v oboru koloidní chemie 
zabývají již několik desítek let [45]. Jeho výsledky mají odezvu v obrovské škále 
odvětví – stavebnictví (barvy a barviva, vrtné bláto) [46], kosmetologie, 
potravinářství, těžby ropy [47] a také ve farmakologii jako nosičové systémy léčiv. 
K tomu účelu bylo použito již velké množství analytických metod – konduktometrie, 
viskozimetrie, fluorescenční spektrofotometrie, tenziometrie, elipsometrie, neutronová 
difrakce, atomová silová mikroskopie a mnoho dalších. 
 
Obr. 14 Pravděpodobné agregační chování DTAB/PSS na rozhraní voda/vzduch 
s rostoucí koncentrací tenzidů [48]. 
Při interakcích polyelektrolytů a opačně nabitých tenzidů, dochází 
k polyelektrolyty-indukované tenzidové micelizaci, při které se tvoří micelární 
agregáty. Ty se však vytvářejí pozvolněji než micely v čistých micelárních systémech 
a pokles poměru EmPI s rostoucím množstvím tenzidů je rozvržen do mnohem širší 
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koncentrační škály – přes jeden až dva koncentrační řády, a často dochází z pohledu 
fluorescenční spektrofotometrie za použití pyrenu jako fluorescenční sondy ke vzniku 
dvouzlomové sigmoidní křivky. První zlom značí kritickou agregační koncentraci 
(CAC), druhý zlom CMC. Někteří autoři označují hodnotu CAC jako inflexní bod 
první části sigmoidní křivky [13]. Jiní zase označují CAC jako bod, ve kterém dochází 
znovu ustálení poměru EmPI. Stále je zde ale velké množství autorů, kteří považují 
za CAC první propad v poměru EmPI [14]−[15]. Označení kritické agregační 
koncentrace a její odlišení od kritické micelární koncentrace jako první popsali Chu a 
Thomas v roce 1986 a od té doby se vžilo označení CAC. V této práci bude hodnota 
CAC vypočítávána podle prvního způsobu, tady jako inflexní bod první části 
sigmoidní křivky. 
 
Obr. 15: Elektrostatické vazby v komplexech polyelektrolyt-tenzid [50]. 
Vědci z laboratoří organických tekutin z Paříže zjišťovali v roce 2003 adsorpci 
opačně nabitého polyelektrolytu a tenzidu na rozhraní voda/vzduch. Jako 
polyelektrolyt použili právě PSS, jako tenzid dodecyltrimethylamonium bromid, tedy 
v podstatě stejný tenzid, jako byl použit zde, s rozdílem, že v CTAB má uhlovodíkový 
řetězec 16 místo 12 atomů uhlíků. Dalším rozdílem bylo, že zatímco zde byla 
používána koncentrace PSS v řádech desítek mg∙dm−3, v jejich studiích byla 
koncentrace PSS 500 mg∙dm−3. Jako analytickou metodu zvolili měření povrchových 
napětí. Co se dělo v systému s rostoucí koncentrací tenzidů popisuje Obr. 14. 
Při velmi nízkých koncentracích tenzidu (10−5 M) byla hodnota povrchového napětí 
rovna hodnotě vodného prostředí a nedocházelo k žádné adsorpci na rozhraní 
voda/vzduch. S rostoucí koncentrací tenzidů se PSS stává téměř nasyceným 
molekulami tenzidů a vzniklé komplexy začínají být velice povrchově aktivní 
(očekávaná struktura a vazby v komplexu jsou vidět na Obr. 15). V určité fázi dochází 
k adsorpci těchto komplexů na rozhraní voda/vzduch, což má za následek vznik 
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mikrogelové fáze (v oblasti odpovídající CAC). Na Obr. 14 je mikrogel reprezentován 
zesíťovaným gelem obsahujícím řetězec PSS a molekul tenzidu bez žádného 
konkrétního řádu. S dalším přídavkem tenzidů se směsi komplexů stávají nerozpustné 
ve vodě a srážejí se ven z roztoku. Dle autorů jsou tyto sraženiny vysoce hydrofobní a 
s dalším zvýšením koncentrace tenzidů se vysrážené částice částečně rozpouští, jelikož 
se solubilizují do nově vzniklých micel. Při koncentracích mnohonásobně převyšující 
CMC jsou již sraženiny plně rozpuštěné [48]−[49]. 
Z této teorie jsem vycházel při vyhodnocování vlastních dat. Při fluorescenčním 
měření byl použit PSS o třech různých koncentracích – 10, 15 a 30 mg∙dm−3. Další 
součástí fluorescenčního měření bylo zjištění agregace hyaluronanu a CTAB 
při koncentracích hyaluronanu 30, 50 a 80 mg∙dm−3. Další fluorescenční měření bylo 
zaměřené na směsi PSS s hyaluronanem a CTAB při poměrech 1:3, 1:2 a 1:1. 
Z nefluorescenčních měření byly zkoumány také agregační schopnosti PSS 
za vysokých koncentrací tenzidů (koncentrace téměř tisíckrát vyšší než hodnota CMC) 
i za vysokých koncentrací PSS. Pro tuto práci byla použita hydrofobní barviva 
nevykazující fluorescenční vlastnosti – Oil Red O (ORO) nebo Sudan Red G (SRG) – 
pro označení hydrofobních oblastí v systému. 
Další kapitolou, které se tato práce věnovala, byly také interakce nenabitého 
polysacharidu dextranu s CTAB. Všechny systémy, které byly připraveny v této 
diplomové práci, byly v 0,15 M NaCl. 
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4. MATERIÁLY A METODY 
V této kapitole se vyskytuje seznámení s chemikáliemi, které byly použity 
při měřeních, a vypsány jejich základní výrobní údaje. Dále proběhne seznámení 
s postupem přípravy vzorků, měření a vyhodnocování dat pomocí fluorescenční a 
absorpční spektroskopie. 
4.1 Chemikálie 
4.1.1 Polyelektrolyty a polysacharidy 
Polystyren sulfonát sodný (PSS) 
Poly(sodium 4-styrenesulfonate) 
 
 
vzorec monomeru: C8H7NaO3S (MR = 206,19 g∙mol
–1
) 
 
MW = 70 000 Da Sigma-Aldrich, č. š. 243051 
MW = 1 000 kDa Sigma-Aldrich, č. š. 434574 
Hyaluronan (HyA) 
Hyaluronan 
 
vzorec monomeru: C14H21NO11Na (MR = 402,31 g∙mol
–1
) 
 
HyA MW = 136 kDa, CPN spol. s.r.o. 
HySilk MW = 650 kDa, CPN spol. s.r.o., č. š. 28040--D1 
Hy kosm. MW = 1,36 MDa, CPN spol. s.r.o., č. š. 050907-7 
Dextran 
Dextran from Leuconostoc mesenteroides 
 
vzorec monomeru: (C6H10O5)n (162,14 g∙mol
–1
) 
CAS: 9004-54-0 
MW = 1,5-2,8 MDa Číslo šarže 050M143 
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4.1.2 Sondy – fluorescenční sondy + barviva 
Pyren - C6H10 
 
 
CAS: 129-00-0 
MR = 202,25 g∙mol
–1
 Fluka; čistota ≥ 99,9 %; č. š. 430166/1 
Nilská červeň – C20H18N2O2 
9-diethylamino-5-benzo[α]phenoxazinone  
 
 
CAS: 7385-67-3 
MR = 318,37 g∙mol
–1
 
Sudánová červeň G – C17H14N2O2 
amethoxybenzenazo-β-naphthol 
 
CAS: 1229-55-6 
MR = 248,28 g∙mol
–1 Fluka; č. š. 401930/1 
Oil Red O (ORO) – C26H24N4O 
Solvent Red 27; 1-([4-(xylylazo)xylyl]azo)-2-naphtol 
 
 
CAS: 1320-06-5 
MR = 408,49 g∙mol
–1
 Sigma-Aldrich; č. š. 09755 
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Perylen 
Perylene 
 
 
CAS: 198-55-0 
Mr = 252,31 g∙mol
–1
 
4.1.3 Tenzidy 
Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) – C19N42BrN 
Hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide 
 
 
CAS: 57-02-0 
MR = 364,46 g∙mol
–1
 Fluka; čistota ≥ 99,0 %; č. š. 1406508 
4.1.4 Další použité chemikálie 
Aceton – C3H6O 
Acetone 
 
CAS: 67-64-1 
MR = 58,08 g∙mol
–1
 
Isopropanol – C3H8O 
Isopropyl alcohol 
 
CAS: 67-63-0 
MR = 60,1 g∙mol
–1
 
Chlorid sodný – NaCl 
Sodium chloride 
CAS: 7647-14-5 
MR = 58,44 g∙mol
–1
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Mili-Q voda – H2O 
Water 
CAS: 7732-18-5 
MR = 18,02 g∙mol
–1
 
4.2 Příprava zásobních roztoků a vzorků 
4.2.1 Příprava zásobních roztoků fluoroforů a barviv 
Po vypočtení potřebných navážek byly připraveny zásobní roztoky fluoroforů 
(pyren a Nilská červeň) nebo barviv. Všechna barviva a fluorofory byly připraveny 
rozpuštěním v acetonu. Zásobní roztok pyrenu byl v koncentraci 2,0∙10−4 mol∙dm−3. 
Zásobní roztok ORO byl v koncentraci 4,9∙10−4 mol∙dm−3. Zásobní roztok Nilské 
červeně měl koncentraci 1,0∙10−4 mol∙dm−3. 
4.2.2 Příprava zásobních roztoků PSS, HyA a dextranu 
Dextran, PSS a také hyaluronan mají své molekulové hmotnosti udávány 
v daltonech. Jedná se o polydisperzní materiály a jejich hmotnost je udávána jako 
střední molekulová hmotnost. Z tohoto důvodu byly roztoky připraveny vážením a 
jejich koncentrace udávány jako hmotnostní. Všechny byly připraveny v 0,15 M NaCl. 
V závislosti od rozpouštěného množství byly zásobní roztoky připravovány v rámci 
desítek minut, případně koncentrace hyaluronanu 2 g∙dm−3 (2 hm. %) dokonce celý 
den. 
4.2.3 Příprava vzorků pro stanovení rozpustnosti ORO 
Rozpustnost barviva Oil Red O byla zjišťována v několika různých 
rozpouštědlech - izopropanol, methanol, ethanol, aceton, cyklohexan a voda. 
Do zkumavek bylo naváženo ORO v množství 0,01 g a přidáváno 5 ml rozpouštědla. 
4.2.4  Příprava vzorků pro stanovení rozpustnosti dextranu 
Do zkumavek bylo naváženo dané množství dextranu tak, aby byly vytvořeny 
koncentrace 1 hm. %, 2 hm. %, 5 hm. %, 10 hm. %, 20 hm. %, 40 hm. % a 50 hm. %, 
přidán 0,15 M NaCl do výsledného objemu 5 ml a necháno míchat do rozpuštění. 
4.2.5 Příprava vzorků pro stanovení rozpustnosti PSS 
Do zkumavek bylo naváženo dané množství dextranu tak, aby byly vytvořeny 
koncentrace 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 a 20 hm. %, přidán 0,15 M NaCl do výsledného 
objemu 5 ml a necháno míchat do rozpuštění. 
4.2.6 Příprava vzorků pro agregaci CTAB a PSS ve zkumavkách 
Navazovalo se na vzorky z kap. 4.2.5, všechny zmíněné koncentrace byly použity 
ke zkoumání agregace CTAB a PSS. Ve všech vzorcích byla koncentrace CTAB 
vysoko za kritickou micelární koncentrací, byla zvolena koncentrace 200 mM. 
4.2.7 Příprava vzorků pro agregaci CTAB a PSS s HyA ve zkumavkách 
Zde se navazovalo na vzorky připravené v kap. 4.2.6. Ve všem vzorkům ještě byla 
přidáván hyaluronan o různé koncentraci, všechny použité koncentrace jsou vypsány a 
zhodnoceny v kap. 5.6 a v kap. 5.7. 
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4.2.8 Příprava vzorků určených k fluorescenčním měřením 
Nejdříve byla navrhnuta vhodná koncentrační řada, v jejímž rozsahu se vyskytuje 
předpokládané agregační chování. Jelikož pracujeme s tenzidem CTAB v prostředí 
0,15 M NaCl, ve kterém má CMC v okolí hodnoty 0,09 mM, byla připravena 
koncentrační řada v rozmezí 0,001-1 mM CTAB. Rozmezí se mohlo občas upravit 
v souvislosti na měřených parametrech, na které se bylo zapotřebí zaměřit. 
Do každé vialky bylo napipetováno 20 l acetonového roztoku pyrenu, po odpaření 
acetonu byl přidáván tenzid CTAB rozpuštěný v 0,15 M NaCl, následně 
polyelektrolyty rozpuštěné taky v 0,15 M NaCl a na závěr samotný 0,15 M NaCl tak, 
aby výsledný objem všech vzorků byl 4 ml. Výsledná koncentrace pyrenu ve vzorcích 
tak byla 1,0.10
-6
 M. 
4.3 Měření fluorescenčních spekter pyrenu 
K měření fluorescenčních vlastností připravených vzorků byl použit přístroj 
Aminco-Bowman Series 2 s xenonovou (150 W) a xenonovou zábleskovou (7 W) 
lampou. Schématické znázornění spektrofluorimetru je na Obr. 16. Excitační a emisní 
rozsah tohoto přístroje je 220-850 nm.  
Excitace pyrenu byla nastavena na 335 nm, emise pyrenu na 392 nm. Emisní 
spektrum bylo měřeno v rozsahu od 360 do 540 nm s krokem 1 nm∙s−1 a rychlostí 
4 nm∙s−1. Každý vzorek byl proměřen třikrát a program automaticky vypočítal 
průměrné spektrum, ze kterého byla odečítána data. Detekční vlnové délky byly I1 = 
IM = 373 nm, I3 = 383 nm a IE = 470 nm. Excitační sken byl měřen v rozsahu od 310 
po 340 nm s krokem 4 nm∙s−1 a přesností ± 0,1 nm. Detekční vlnové délky byly 
333 nm a 338 nm. Všechna měření probíhala při teplotě 25 °C. 
 
Obr. 16: Schematické rozestavení spektrofluorimetru typu Aminco-Bowman 
Series 2. 
Výhody fluorescenční spektrofluorimetrie spočívají v nízkém šumu, širokém 
lineárním rozsahu, emitované záření je snadno rozeznatelné od excitačního a 
fluorescenční spektroskopie má nižší meze detekce, která je až o 3 řády v porovnání 
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s absorpčními metodami. Nevýhodou této metody je značná citlivost intenzity 
fluorescence na změny pH a teploty a vyšší cena křemíkových kyvet. 
4.4 Měření fluorescenčních spekter Nilské červeni 
Velice obdobné měření jako s perylenem. I v tomto případě stačí pro vyhodnocení 
agregačního chování emisní spektrum. Hodnota excitace na monochromátorech byla 
nastavena na 550 nm, hodnota emise 640 nm. Emisní spektrum bylo měřeno v rozsahu 
580-750 nm. Sledovaným parametrem byl totální integrál naměřené intenzity 
fluorescence v celém měřeném rozsahu a hodnota maximální intenzity fluorescence. 
Data naměřená pomocí Nilské červeni sloužila jako porovnání k již naměřeným 
datům a v diplomové práci se nakonec neobjevila. Hlavním důvodem bylo, že je téměř 
nemožné více naměřených dat zprůměrovat a přidat chybové úsečky. Velice totiž 
záleží na citlivosti měření. Navíc se v průběhu měření s Nilskou červení musí citlivost 
měnit a data přepočítávat, což vede k dalším komplikacím. 
4.5 Měření absorpčních spekter 
Měření absorpčních spekter bylo prováděno na UV-VIS spektrometru Varian typ 
Cary 50 Probe v rozsahu 200-600 nm s krokem 1 nm rychlostí 400 nm∙s−1. Absorpční 
spektra byla měřena hlavně z důvodu korekce intenzity fluorescence a primárně 
u vzorků s pyrenem. Stejně jako fluorescenční měření, tak také měření absorpčních 
spekter bylo prováděno při teplotě 25 °C. 
4.6 Vyhodnocení 
4.6.1 Stanovení kritické micelární koncentrace 
Kritická micelární koncentrace lze pomocí fluorescenční spektroskopie zjistit 
několika způsoby, vždy přitom záleží na použité sondě. Pro vyhodnocení závislostí 
z pyrenového spektra se nejčastěji využívají hodnoty EmPI, tedy intenzity 
fluorescence při vlnové délce 373 a 382 nm. Výsledná závislost vykazuje 
charakteristický sigmoidní tvar, který lze popsat Boltzmannovou závislostí (8) 
ve tvaru: 
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kde hodnota y je rovna poměru EmPI, A1 a A2 jsou horní, resp. dolní limity sigmoidy, 
x je koncentrace tenzidu, x0 je inflexní bod sigmoidy a x je gradient [51]. Výše 
vypsané rovnici odpovídá křivka zobrazena na Obr. 17. 
Boltzmannovu sigmoidní křivku lze použít také při vyhodnocování poměru EmPI 
z excitačního spektra. Při excitačním poměru je výsledkem také sigmoidní křivka 
pro kterou lze stejně jako pro poměr EmPI proložit křivkou Boltzmannova typu a 
vyhodnotit z ní CMC. 
U pyrenu lze orientačně využít pro určování CMC tvorbu excimeru. Metoda není 
tak přesná jako poměr EmPI, protože v tomto případě záleží na množství vzorků, které 
koncentrační řada příslušného tenzidu obsahuje. Výsledná data nelze proložit křivkou, 
protože neodpovídají žádnému matematicky popsanému jevu. Za hodnotu CMC se 
považuje maximum závislosti Ex:Mo na koncentraci tenzidu. 
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Obr. 17: Charakteristické parametry klesající sigmoidní křivky Boltzmannova typu. 
4.6.2 Korekce intenzity fluorescence 
Intenzita fluorescence je nutné korigovat kvůli potlačení vlivu vnitřního filtračního 
efektu (viz. kap. 2.1.4). Ke korekci je zapotřebí hodnot z absorpčního spektra. 
Přepočet emisního spektra se pak provádí pomocí vzorce (9): 
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  je emise fluorescence při určité vlnové délce. exexA
  je absorbance při excitační 
vlnové délce sondy (u pyrenu tedy 335 nm), protože zde používáme kyvetu s optickou 
dráhou 1 cm. ememA
 je absorbance při vlnové délce, která je aktuálně korigována. 
4.6.3 Stanovení chyby měření 
Všechna fluorescenční měření byla prováděna třikrát na jednom vzorku a program 
automaticky vypočítal průměrnou hodnotu intenzity fluorescence. K tomu byla většina 
vzorků připravena třikrát a z naměřených dat vypočítány průměrné hodnoty a grafy 
byly doplněné o chybové úsečky. Chybové úsečky byly spočítány jako směrodatné 
odchylky a to pomocí funkce SMODCH.VÝBĚR v programu MS EXCEL. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUSE 
5.1 Rozpustnost barviva ORO v různých rozpouštědlech 
Do zkumavek bylo přidáno malé množství barviva Oil Red O a byla zjišťována 
rozpustnost v různých rozpouštědlech, jako jsou izopropanol, methanol, ethanol, 
aceton, cyklohexan, a na závěr také ve vodě. Cílem bylo zjistit, ve kterém 
rozpouštědle je nejvýhodnější připravit zásobní roztok tohoto barviva pro následující 
aplikace a práce. 
Z literatury [52] a také z laboratorních poznatků bylo zjištěno, že ORO je ve většině 
rozpouštědel rozpustný velmi málo (přibližně 3,5g∙dm–3 v izopropanolu, 7 g∙dm–3 
v propylen glykolu, 2 g∙dm-3 v methanolu a 5 g∙dm-3 v ethanolu). I při těchto nízkých 
hodnotách ale vykazuje vysokou barvivost a pro potřeby značení a obarvování vzorků 
je velice výhodný. 
Ve vodě je ORO zcela nerozpustný. Vzorek ORO s vodou byl míchán po dobu 
dvou dní, přefiltrován přes jednorázový injekční filtr a změřeno UV-VIS spektrum. 
To neposkytovalo žádné spektrum, tudíž barvivo vůbec nebylo ve vzorku přítomno. 
Tato část byla zjišťována z důvodu, aby se zjistilo, jestli se bude ORO rozpouštět 
pouze v micelách, nebo bude částečně rozpuštěno i ve vodném prostředí. 
Pro další potřeby byl vytvořen zásobní roztok ORO v acetonu o koncentraci 
4,93∙10-4 mol∙dm–3. Z této koncentrace pak byly pipetovány různé objemy ORO a 
po odpaření acetonu ze vzorků byly přidávány 3 ml 200 mM CTAB v soli, tedy tenzid 
při koncentraci nad hodnotou CMC, aby se barvivo rozpouštělo v hydrofobních 
jádrech a mícháno po dobu 2 hodin. 
 
Tab. 3 Výběr vhodné koncentrace ORO rozpuštěného v acetonu pro solubilizaci 
barviva do micel CTAB. 
V (ORO) [l] c (ORO) [mol∙dm–3] Poznámky 
10 1,63∙10-6 Velice málo barviva 
20 3,264∙10-6 Málo barviva 
40 6,528∙10-6 Světle červené vzorky 
60 9,792∙10-6 Světle červené vzorky 
80 1,3∙10-5 Světle červené vzorky 
100 1,632∙10-5 Lze použít 
150 2,448∙10-5 Ideální 
 
Všechny vzorky byly připraveny ve zkumavkách a bylo provedeno pouze vizuální 
vyhodnocení. Podle Tab. 3 byla nejvhodnější koncentrací 2,5∙10-5 mol∙dm–3, která již 
poskytovala dostatečnou barvivost. 
5.2 Rozpustnost dextranu v soli 
Z rešerší [53] bylo zjištěno, že dextran je velice snadno rozpustný ve vodě, hodnota 
pH nehraje při rozpouštění žádnou významnou roli. Nezáleží tedy, jestli je rozpuštěn 
ve vodě nebo ve fyziologickém roztoku. Při samotném rozpouštění bylo zjištěno, že 
lze připravit až 50 hm. % dextranu ve vodě, lze tedy rozpustit 50 g dextranu ve 100 ml 
vody. Kromě vody je dextran rozpustný také v dimethylsulfidu, formamidu, ethylen 
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glykolu a glycerolu. Na druhou stranu je nerozpustný v alkoholech (methanol, ethanol, 
izopropylalkohol) a ketonech (aceton) [53]. 
5.3 Gely s dextranem 
V této části práce byla snaha připravit gely na základě interakce dextranu 
s povrchově aktivními látky. Cílem bylo zjistit, jestli mají na tvorbu gelové fáze mezi 
tenzidy a polysacharidy vliv pouze elektrostatické interakce a jestli lze gelovou 
strukturu připravit také s použitím nenabitého biopolymeru. 
Dříve bylo zjištěno, že při smíchání kationtového tenzidu (CTAB) o koncentraci 
mnohem vyšší než je hodnota CMC a hyaluronanu od koncentrací 1 hm. % dochází 
k tvorbě gelu. Proto byla stejným způsobem připravena směs obsahující nenabitý 
dextran a hyaluronan. Celá práce probíhala v soli, tedy v 0,15 M NaCl. 
Hyaluronan je při koncentraci nad 1 hm. % vysoce viskózní kapalinou. Dextran ani 
při koncentraci nad 50 hm. % nedosahoval tak vysoké viskozity jako hyaluronan. Bylo 
připraveno 6 různých vzorků, každý obsahující 3 ml 1, 2, 5, 10, 20 resp. 50 hm. % 
dextranu a k němu přidávány 3 ml 200 mM CTAB. Systém také obsahoval barvivo 
ORO, které bylo předem solubilizováno v micelách zásobního roztoku CTAB. 
Všechny vzorky byly míchány po dobu jednoho dne. 
 
Obr. 18: Směs dextranu s CTAB (vzorek 1) a směsi hyaluronanu HySilk a Hy kosm. 
s CTAB (vzorek 2 resp. vzorek 3). Vzorky byly obarveny barvivem Oil Red O. 
Po vizuálním vyhodnocení (viz. Obr. 18) jsem dospěl k závěru, že nenabitý 
polysacharid s tenzidy gely netvoří. Důvodem je absence elektrostatických interakcí, 
které jsou přítomny ve vzorcích s hyaluronanem. Na Obr. 18 je v první části (zleva 
doprava) směs 200 mM CTAB s 20 hm. % dextranu v poměru 1:1. Roztok má 
růžovou barvu znamenající, že barvivo ORO je plně rozpuštěno v micelách CTAB, ale 
k žádným dalším fyzikálním dějům nedochází. V druhém a třetím vzorku je místo 
dextranu přítomen hyaluronan o koncentraci 2 hm. % o různých molekulových 
hmotnostech – HySilk a Hy kosm. opět s 200 mM CTAB v poměru 1:1. V těchto 
případech dochází ke tvorbě gelové fáze, která je umístěna ve spodní části zkumavky. 
5.4 Rozpustnost PSS v soli 
Hlavní srovnávací látkou této studie je polystyrensulfonát sodný (PSS). Tato 
syntetická látka je velice silným polyelektrolytem (skupina −OSO3
−
 je silně kyselou 
funkční skupinou) a ze všeho nejdřív byla stanovena jeho rozpustnost ve vodném 
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prostředí, respektive v prostředí obsahující fyziologický roztok (0,15 M NaCl). Tímto 
způsobem byla připravena až 20 hm. % koncentrace PSS. Tato koncentrace je ale již 
příliš vysoká a rozpouštění trvalo velice dlouho (24 hodin). Navíc tento roztok stále 
nedosahuje takové viskozity jako 2 hm. % roztok HyA. Při všech ostatních 
koncentracích se látky rozpouštěly velice snadno a rychle. Hodnota pH roztoků 
obsahující PSS v soli při koncentraci 2 hm. % je 8,2. 
5.5 Agregace ve směsi CTAB a PSS 
V této části byla zjišťována agregace CTAB a PSS při vysokých koncentracích 
CTAB, jejíž hodnota byla ve všech vzorcích konstantní v závislosti na rostoucí 
koncentraci PSS. 
 
Obr. 19: Koncentrační řada PSS s CTAB v přítomnosti 0,15 M NaCl, molekulová 
hmotnosti PSS 1 MDa, koncentrace CTAB 200 mM. 
Nejdříve byl připraven vzorek obsahující 2 hm. % PSS o molekulové hmotnosti 
1 MDa s 200 mM CTAB. Opět se celou dobu pracovalo ve vodném prostředí 
obsahujícím 0,15 M NaCl. Všechny vzorky současně obsahovaly barvivo ORO podle 
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koncentrace zjištěné v kapitole 5.1. Jelikož byly připravovány vzorky o výsledném 
objemu 5 ml, bylo současně přepočítáno i množství ORO, které bylo přidáváno 
do jednotlivých zkumavek. Po smíchání PSS s CTAB došlo k okamžitému vzniku 
sraženiny, která zároveň obsahovala i barvivo ORO. Tyto sraženiny zůstaly konstantní 
také po 24 hodinách míchání, tedy nedocházelo k žádným dalším změnám 
ve vzniklých strukturách. 
Druhý připravený vzorek obsahoval 10 hm % PSS o stejné molekulové hmotnosti 
jako předchozí vzorek. Po smíchání obou roztoků i v tomto případě došlo k okamžité 
tvorbě sraženiny. Po 24 hodinách míchání se ale tato sraženina rozpustila. Proto byla 
připravena koncentrační řada od 2−10 hm % PSS, ve které bylo cílem zjistit, při které 
koncentraci dochází k rozpouštění vzniklé sraženiny. 
 
Obr. 20: Koncentrační řada PSS s CTAB v přítomnosti 0,15 M NaCl, molekulová 
hmotnosti PSS 73 kDa, koncentrace CTAB 200 mM. 
Jak lze vidět na Obr. 19, sraženina se ve vzorcích rozpouští až od koncentrace PSS 
8 hm. %. PSS použitý ve vzorcích měl molekulovou hmotnost 1 MDa. Stejná 
koncentrační řada byla připravena taky s PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa (Obr. 
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20). V podstatě docházelo ke shodným výsledkům jako v prvním případě, hlavním 
rozdílem bylo, že se sraženina rozpouštěla již od koncentrace 7 hm. % PSS, tedy 
o jedno hmotnostní procento níž než v případě 1 MDa. 
Co je hnací silou tohoto efektu? Jak už bylo řečeno dříve, PSS je velice silný 
polyelektrolyt. CTAB má opačně nabitý náboj než PSS, proto jednou 
z nejdůležitějších vazebných sil jsou elektrostatické interakce, díky kterým dochází 
ke tvorbě sraženin. Celý efekt je již popsán v kap. 3. V systému dochází v případě 
nasycení funkčních skupin PSS molekulami tenzidů ke tvorbě komplexů, které se 
shlukují a stávají nerozpustnými. S dalším přídavkem tenzidů se tyto silně hydrofobní 
sraženiny rozpouštějí v nových micelách, až dojde k jejich úplnému rozpuštění. Jedná 
se tedy o reverzibilní proces závislý na koncentraci tenzidů. Za použití PSS 
o molekulové hmotnosti 70 kDa byla koncentrace, při které se všechna sraženina 
rozpustila rovna 7 hm. % PSS, s použtím PSS o molekulové hmotnosti 1 MDa byla 
tato koncentrace posunuta k hodnotě 8 hm. %. 
5.6 Směsi obsahující vysoké koncentrace CTAB, HyA a PSS I. 
V této části byly zkoušeny 3 různé směsi obsahující PSS, hyaluronan, CTAB a také 
barvivo ORO. Protože se jednalo o zkušební vzorky, byly poměry mezi PSS a HyA 
2:1; 1:1; 1:2, ovšem tyto poměry byly připraveny ještě před přídavkem tenzidů, 
po jejich přídavku byl celkový objem směsi 6 ml. V tomto případě byl postup přípravy 
následující: zvlášť byly připraveny zásobní roztoky jednotlivých složek, hyaluronan 
o koncentraci 2 hm. %, PSS o stejné koncentraci a 200 mM CTAB, vše v 0,15 M 
NaCl. Hyaluronan byl typu HySilk a PSS byl vybrán o molekulové hmotnosti 1 MDa. 
Do zkumavky bylo přidáváno potřebné množství HyA, následně také PSS a na závěr 
CTAB, v jehož micelách již bylo solubilizováno barvivo ORO. 
 
Obr. 21: Směsi hyaluronanu a PSS v poměrech 1:2, 1:1, 2:1 a CTAB. 
Ve všech třech případech došlo ke vzniku gelové struktury (Obr. 21). Hlavní rozdíl 
mezi gely, které tvoří pouze hyaluronan s CTAB (Obr. 18, prostřední a pravý vzorek) 
je ten, že za přítomnosti PSS se gel netvoří ve spodní části vzorku, ale na jeho 
povrchu. Tyto gely také neobsahují všechno barvivo ORO, malá část z něj zůstává 
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rozpuštěna v roztoku, to znamená, že gelace se nezúčastňují všechny micely přítomné 
v systému. 
5.7 Směsi obsahující vysoké koncentrace CTAB, HyA a PSS II. 
V této kapitole byly připraveny koncentrační řady PSS na základě předběžných 
experimentů popsaných v kap. 5.7. Tyto koncentrační řady obsahovaly vždy 
konstantní koncentrací hyaluronanu a CTAB. Hyaluronan byl ve všech přítomných 
vzorcích v koncentraci 2 hm. %, CTAB v koncentracích 200 mM. V zásobním roztoku 
CTAB již bylo nasolubilizováno barvivo ORO. Byly připraveny čtyři různé 
koncentrační řady PSS, které se lišily molekulovými hmotnostmi hyaluronanu a PSS. 
Hyaluronan je v koncentraci 2 hm. % vysoce viskózní kapalinou, se kterou je velice 
náročné precizně pracovat při pipetování a odebírání vzorků. Abych dosáhl co 
nejpřesnějších výsledků, navážil jsem do zkumavek potřebné množství hyaluronanu, 
k němu přidal navážené množství PSS a tuto směs rozpouštěl v 2,5 ml 0,15 M NaCl. 
Hmotnostní koncentrace hyaluronanu i polystyrenu sulfonát sodného jsou vypočítány 
před přídavkem CTAB. Po rozpuštění směsi polyelektrolytů (2,5 ml směsi) bylo 
přidáváno dalších 2,5 ml CTAB se solubilizovaným barvivem ORO. 
 
Tab. 4: Navážky hyaluronanu a PSS do zkumavek. Koncentrace hyaluronanu byla 
vždy 2 hm. %. Koncentrace PSS je vypsána v levém sloupci tabulky. Obě řady 
obsahovaly PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa. Řada A obsahovala hyaluronan 
o molekulové hmotnosti 650 kDa. Řada B obsahovala hyaluronan o molekulové 
hmotnosti 106 kDa.  
Vzorek 
ŘADA A ŘADA B 
Navážky % PSS Navážky % PSS 
1 
HyA 0,0523 g 
2,0 % 
HyA 0,0507 g 
1,1 % 
PSS 0,0502 g PSS 0,0263 g 
2 
HyA 0,0494 g 
3,2 % 
HyA 0,0505 g 
2,0 % 
PSS 0,0809 g PSS 0,0500 g 
3 
HyA 0,0511 g 
4,3 % 
HyA 0,0512 g 
3,0 % 
PSS 0,1086 g PSS 0,0748 g 
4 
HyA 0,0499 g 
5,0 % 
HyA 0,0522 g 
4,0 % 
PSS 0,1245 g PSS 0,0998 g 
5 
HyA 0,0497 g 
6,0 % 
HyA 0,0498 g 
5,0 g 
PSS 0,1496 g PSS 0,1261 g 
6 
HyA 0,0495 g 
7,0 % 
HyA 0,0502 g 
6,0 % 
PSS 0,1751 g PSS 0,1502 g 
7 
HyA 0,0506 g 
8,0 % 
HyA 0,0495 g 
7,0 % 
PSS 0,2010 g PSS 0,1746 g 
8 
HyA 0,0501 g 
9,0 % 
HyA 0,0506 g 
8,0 % 
PSS 0,2253 g PSS 0,1999 g 
9 
HyA 0,0510 g 
10,0 % 
HyA 0,0498 g 
9,1 % 
PSS 0,2508 g PSS 0,2272 g 
10  
HyA 0,0496 g 
10,0 % 
PSS 0,2508 g 
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První koncentrační řadou, která byla připravena – ŘADA A – obsahovala 
hyaluronan o molekulové hmotnosti 650 kDa a PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa. 
Druhá koncentrační řada – ŘADA B – obsahovala hyaluronan o molekulové 
hmotnosti 106 kDa a PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa. Navážky jednotlivých 
složek polyelektrolytů a přesnou hmotností koncentraci PSS zaokrouhlenou na jedno 
desetinné číslo je vypsáno v Tab. 4. 
 
Obr. 22: Fotografie znázorňující koncentrační ŘADU A (hyaluronan – 650 kDa 
v koncentracích 2 hm. %, CTAB o koncentraci 200 mM, PSS – 70 kDa ve zvyšující se 
koncentraci od 2-10 hm. %. 
Na Obr. 22 je zachycena koncentrační řada A. Výsledné vzorky následují trend 
z kap. 5.5, ve kterém byly všechny sraženiny PSS a CTAB rozpuštěny od koncentrace 
7 hm. %. To je ale jediný společný znak obou koncentračních řad. Sraženiny jsou 
naprosto odlišné povahy. V prvním vzorku (2 %) se vytvořilo velké množství sraženin, 
jehož tvorby se účastnily téměř všechny molekuly tenzidu, protože spodní část vzorku 
zůstala velice málo zabarvená. Ve druhém vzorku (3 %) se také tvořily sraženiny, 
ve své podstatě je výsledek totožný s prvním vzorkem, jen jsou sraženiny rozptýleny 
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v celém objemu vzorku. Ve třetím vzorku (4 %) se všechny molekuly tenzidu 
účastnily agregace a přeměny na sraženiny, protože roztok zůstal odbarvený a všechno 
barvivo ORO je ve sraženinách. Sraženiny ve vzorcích 4 % a 5 % mají jiné fyzikální 
parametry než ve vzorcích 2 % a 3 %. Hlavním rozdílem rozeznatelným už 
při pohledu je odlišná hustota sraženin. První dvě zůstaly i po odstředění spíše 
u hladiny (resp. rozptýleny v celém objemu), zatímco druhé dvě se držely u dna 
zkumavky. K zajímavému výsledku bylo dosaženo u vzorku 6 %, ve které se vytvořily 
dvě navzájem nemísitelné kapalné fáze. Podle růžového zbarvení, obě fáze obsahují 
micely s barvivem ORO. 
 
Obr. 23: Fotografie znázorňující koncentrační ŘADU B (hyaluronan – 106 kDa 
v koncentracích 2 hm. %, CTAB o koncentraci 200 mM, PSS – 70 kDa ve zvyšující se 
koncentraci od 1-10 hm. %. 
Na Obr. 23 jsou vyfoceny vzorky z koncentrační řady B. Na rozdíl od řady A zde 
ještě byl přidán vzorek s koncentrací PSS 1 hm. %. Výsledky jsou velice podobné jako 
u řady A, ale je vidět, že molekulová hmotnost hyaluronanu hraje určitou roli 
ve výsledcích. Ve vzorku číslo 1 (1 %) se vytvořila gelová fáze. Ke stejnému jevu 
47 
 
dochází při interakcích hyaluronanu a CTAB bez přídavku PSS (viz. Obr. 18, vzorek 2 
a 3). Koncentrace PSS 1 hm. % pravděpodobně není dostatečně vysoká pro jinou 
systémovou změnu a převládá vliv hyaluronanu tvořící gely. Avšak zvýšením 
koncentrace polystyrensulfonátu sodného o jedno hmotnostní procento docházelo opět 
ke tvorbě sraženin. Ve vzorku 2 (2 %) a 3 (3 %) se sraženina držela opět na hladině, 
ve vzorku 4 (4 %) byla tato sraženiny na dně zkumavky. Zajímavým úkazem se stal 
vzorek č. 5 (5 %), ve kterém došlo ke vzniku heterogenních útvarů. U vzorku 6 (6 %) 
se opět vytvořily dvě navzájem nemísitelné kapalné fáze. Na rozdíl od stejného vzorku 
z řady A byly tyto fáze v rozdílném objemovém poměru. Od koncentrace 7 hm. % 
PSS byly vzorky opět homogenní, tak jako v předchozích případech, tj. nedocházelo 
k žádným viditelným interakcím. 
V Tab. 5 jsou vypsány navážky hyaluronanu a PSS v dalších dvou koncentračních 
řadách. Řada C obsahovala hyaluronan o molekulové hmotnosti 650 kDa a PSS 
o molekulové hmotnosti 1 MDa. Řada D obsahovala hyaluronan o molekulové 
hmotnosti 106 kDa PSS o molekulové hmotnosti 1 MDa. Stejně jako v předchozích 
případech i zde byla koncentrace CTAB a hyaluronanu konstantní pro všechny vzorky, 
pro CTAB to byla koncentrace 200 mM a pro hyaluronan 2 hm. %. 
 
Tab. 5: Navážky hyaluronanu a PSS do zkumavek. Koncentrace hyaluronanu byla 
vždy 2 hm. %. Koncentrace PSS je vypsána v levém sloupci tabulky. Obě řady 
obsahovaly PSS o molekulové hmotnosti 1 MDa. Řada C obsahovala hyaluronan 
o molekulové hmotnosti 650 kDa. Řada B obsahovala hyaluronan o molekulové 
hmotnosti 106 kDa. 
Vzorek 
ŘADA C ŘADA D 
Navážky % PSS Navážky % PSS 
1 
HyA 0,0519 g 
1,0 % 
HyA 0,0496 g 
1,1 % 
PSS 0,0244 g PSS 0,0277 g 
2 
HyA 0,0494 g 
2,0 % 
HyA 0,0499 g 
2,0 % 
PSS 0,0509 g PSS 0,0503 g 
3 
HyA 0,0496 g 
3,0 % 
HyA 0,0494 g 
3,1 % 
PSS 0,0760 g PSS 0,0776 g 
4 
HyA 0,0505 g 
4,0 % 
HyA 0,0498 g 
4,0 % 
PSS 0,1011 g PSS 0,0998 g 
5 
HyA 0,0502 g 
5,0 % 
HyA 0,0517 g 
5,0 g 
PSS 0,1252 g PSS 0,1247 g 
6 
HyA 0,0494 g 
6,0 % 
HyA 0,0494 g 
6,0 % 
PSS 0,1500 g PSS 0,1499 g 
7 
HyA 0,0506 g 
7,0 % 
HyA 0,0493 g 
7,1 % 
PSS 0,1749 g PSS 0,1782 g 
8 
HyA 0,0518 g 
8,0 % 
HyA 0,0498 g 
8,0 % 
PSS 0,1996 g PSS 0,1995 g 
9 
HyA 0,0496 g 
9,0 % 
HyA 0,0501 g 
9,2 % 
PSS 0,2257 g PSS 0,2288 g 
10 
HyA 0,0497 g 
10,0 % 
HyA 0,0495 g 
10,1 % 
PSS 0,2514 g PSS 0,2536 g 
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U koncentrační řady C byly výsledky velice nesourodé. Z důvodu vysokých 
molekulových hmotností obou složek (hyaluronanu i polystyrensulfonátu sodného) 
byly téměř všechny vzorky plné sraženin, každá naprosto jiného typu a od vzorku 7 se 
opět začala tvořit směs dvou navzájem nemísitelných kapalin. 
 
Obr. 24: Fotografie znázorňující koncentrační ŘADU D (hyaluronan – 106 kDa 
v koncentracích 2 hm. %, CTAB o koncentraci 200 mM, PSS – 1 MDa ve zvyšující se 
koncentraci od 1-10 hm. %. 
Na Obr. 24 lze vidět fotografie poslední měrné řady – řady D. V prvních pěti 
vzorcích (1 %-5 %) se opět očekávaně vytvářely sraženiny. Ve vzorku 6 se vytvořila 
na dně zkumavky gelová fáze a od vzorku 7 (7 %) až do poslední připravené 
koncentrace se směs rozdělila do dvou navzájem nemísitelných kapalných fází. 
Z následujících fotografií a popisků lze usoudit, že v tomto případě má přídavek 
hyaluronanu do systému obsahující PSS a CTAB vliv. Přestože stálé převládá vliv 
skupiny –OSO3
−
 PSS, přídavek hyaluronanu ovlivňuje výsledné sraženiny. K velice 
zajímavým výsledkům bylo dosaženo u vzorků 6 % řady A a řady B, a taky 
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u posledních pěti vzorků řady D, kdy došlo ke vzniku dvou navzájem nemísitelných 
kapalných fází. 
5.8 Agregační chování PSS s CTAB při nízkých koncentracích 
V této části práce již byla využita fluorescenční spektrofotometrie. Navazuje se zde 
na mou bakalářskou práci Studium agregace v systému biopolymer –tenzid za nízkých 
koncentrací tenzidu [54]. Za použití hyaluronanu docházelo ve vodném prostředí 
ke tvorbě minimicel před CMC a zároveň se vytvářela gelová mikrofáze mezi CMC a 
CAC již od velmi nízké koncentrace HyA (5 mg∙dm–3), významně se tento jev 
projevoval při koncentraci HyA 15 mg∙dm–3. Tento jev se nepotvrdil v pufrovém 
prostředí o pH = 7 při koncentraci hyaluronanu 5 mg∙dm–3. 
 
Obr. 25: Závislost poměru EmPI na koncentraci CTAB pro  SS o molekulové 
hmotnosti 70 kDa ve třech různých koncentracích s CTAB. Řada A obsahuje 
10 mg∙dm–3 PSS, řada B obsahuje 15 mg∙dm–3 a řada C obsahuje 30 mg∙dm–3 PSS. 
V této studii byl hlavním srovnávacím polyelektrolytem polystyrensulfonát sodný. 
S tímto polyelektrolytem byla připravena koncentrační řada CTAB o nízké 
koncentraci, tedy o koncentraci před CMC a také v jejím okolí. Místo vodného 
prostředí se pracovalo v 0,15 M NaCl, proto byla koncentrační řada CTAB oproti 
vodnému prostředí posunuta do nižších hodnot, vzorky byly připraveny v rozsahu 
koncentrací 0,001-1 mM. K tomu byly přidávány různé koncentrace PSS (10, 15 a 
30 mg∙dm–3) o molekulové hmotnosti 70 kDa nebo 1 MDa. Jako fluorescenční sonda 
byl použit pyren a teplota měření byla vždy 25 °C 
PSS částečně poskytoval rozdílné výsledky než hyaluronan. Také v tomto případě 
docházelo ke tvorbě komplexů, tedy předmicelárních útvarů. V systému obsahujícím 
pouze tenzid v prostředí polárního rozpouštědla je pokles poměru EmPI skokový, 
zabírající malou koncentrační oblast – tedy pouze oblast v okolí kritické micelární 
koncentrace. V těchto případech ale byl pokles poměru EmPI velice dlouhý, trvající 
přes 2 koncentrační řády, muselo tedy docházet ke tvorbě minimicel. Inflexní bod 
průběhu EmPI v závislosti na koncentraci tenzidu je považován jako kritická 
agregační koncentrace. 
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Obr. 26: Závislost poměru EmPI na koncentraci CTAB pro PSS o molekulové 
hmotnosti 1 MDa ve třech různých koncentracích s CTAB. Řada A obsahuje 
10 mg∙dm–3 PSS, řada B obsahuje 15 mg∙dm–3 a řada C obsahuje 30 mg∙dm–3 PSS. 
V přítomnosti kationtového tenzidu dochází k vytvoření prvotních elektrostatických 
interakcí, které vedou k formování komplexů s bočním řetězcem polystyrensulfonátu 
sodného (viz. Obr. 15). Pouze omezené množství agregátů se může vázat na řetězec 
polyelektrolytu. Nakonec, nad určitou koncentrací tenzidu je dosaženo bodu nasycení, 
ve kterém jsou všechny molekuly sondy solubilizovány ve vytvořených 
mikrodoménách. Polarita těchto mikrodomén je odlišná od polarity prostředí 
bez přídavku tenzidu a také je odlišná od prostředí nacházejícím se v pravých 
micelách. 
 
Obr. 27: Závislost poměrů EmPI a Ex:Mo na koncentraci CTAB pro PSS 
o koncentraci 10 mg∙dm–3 
Nejdříve se zaměříme na koncentrační řadu PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa 
(Obr. 25). Řada A (koncentrace PSS 10 mg∙dm–3) začala tvořit od koncentrace CTAB 
0,06 mM první sraženiny, které se naposledy objevily až u koncentrace 0,1 mM, tedy 
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těsně za CMC. Při vyšších koncentracích tenzidů již k žádnému dalšímu jevu 
nedocházelo. V řadě B (15 mg∙dm–3) došlo ke stejnému efektu, jen bylo koncentrační 
rozmezí, ve kterém se tvořily sraženiny, posunuto od koncentrace 0,075-0,2 mM. Obě 
tyto změny lze vyčíst již z grafu, ve kterém mírný narůst poměru EmPI znamená, že 
docházelo k systémové změně. Vzhledem k tomu, že se jedná o velice nízkou 
koncentraci PSS, postačí také nízká koncentrace CTAB k následnému rozpuštění 
vzniklých sraženin. 
Odlišných výsledků bylo dosaženo v řadě C (30 mg∙dm–3). Zde se netvořily 
sraženiny vůbec, od koncentrace 0,2 mM byly vzorky pouze zakalené, ale nemělo to 
vliv na měření fluorescenčních vlastností. 
Molekulová hmotnost PSS 1 MDa poskytla podobné výsledky a protože se 
v dalších kapitolách pracovalo především s touto molekulovou hmotnostní 
polystyrensulfonátu sodného, zaměřím se na vyhodnocení naměřených dat trochu 
obsáhleji. Na Obr. 26 lze vidět porovnání všech tří měřených koncentrací, ke každé ale 
budou dále zvlášť grafy obsahující polaritní poměr EmPI a také poměr Ex:Mo. 
V řadě A (Obr. 27 - 10 mg∙dm–3) byla křivka EmPI proložena dvěma sigmoidními 
křivkami. Pomocí těchto křivek je možné vypočítat hodnoty kritické agregační a také 
kritické micelární koncentrace. První v koncentračním rozmezí CTAB 0,001 až 
0,06 mM a druhá v koncentračním rozmezí 0,01 až 1 mM. V rozmezí 0,01-0,06 mM 
se tedy křivky prolínají. Vypočtená hodnota CAC je rovna 0,0064±0,0004 mM. 
Koncentrace PSS je v tomto případě pravděpodobně příliš nízká k tomu, aby se tato 
koncentrace dala potvrdit také z poměru Ex:Mo. Teoreticky by se dalo uvažovat, že 
v okolí koncentrace 0,004-0,008 mM dochází ke tvorbě lokálního maxima, ale tuto 
doměnku nelze z měření jistě potvrdit. Při koncentraci PSS 10 mg∙dm–3 se první 
sraženiny začaly tvořit od koncentrace CTAB 0,08 mM. Oproti ostatním koncentracím 
PSS byly tyto sraženiny velice malé a také ve velice malém množství. Na rozdíl 
od molekulové hmotnosti PSS 70 kDa tyto sraženiny zůstaly ve vzorcích až 
do poslední měřené koncentrace CTAB, tedy 1 mM.  
 
Obr. 28:Závislost poměrů EmPI a Ex:Mo na koncentraci CTAB pro PSS 
o koncentraci 15 mg∙dm–3. 
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Taky v řadě B (Obr. 28 − 15 mg∙dm–3) byla křivka emisního spektra (EmPI) 
proložena dvěma sigmoidními křivkami. První v koncentračním rozmezí CTAB 0,001 
až 0,04 mM a druhá v koncentračním rozmezí 0,06 až 1 mM. V tomto případě nebylo 
možné nalézt body, které by bylo možné proložit oběma křivkami. V tomto případě již 
lze v poměru Ex:Mo koncentraci CTAB 0,01 mM považovat za lokální maximum, 
ve kterém dochází k nasycení vzniklých agregátů molekulami pyrenu a excimery jsou 
nasycené. Do této koncentrace hodnota Ex:Mo pouze roste, za koncentrací 0,01 mM 
jsou u naměřených bodů dostatečně velké chybové úsečky k tomu, aby se dalo 
předpokládat, že bod v koncentraci 0,01 opravdu může být považován za maximum. 
Vypočítaná hodnota CAC je 0,00915 mM. Při koncentraci PSS 15 mg∙dm–3 se první 
sraženiny začaly tvořit od koncentrace CTAB 0,06 mM. 
 
Obr. 29: Koncentrace PSS 30 mg∙dm–3. 
Řadu C (Obr. 29 − 30 mg∙dm–3) bylo velice náročné proložit dvěma křivkami. 
V okolí CMC (0,1 mM) se totiž netvoří zlom, hlavní zlom, tedy inflexní bod CAC se 
nachází v okolí koncentrace 0,01 mM. Vypočítaná hodnota CAC z naměřených bodů 
je 0,0107 mM. Z naměřených bodů Ex:Mo se uvažovalo, zda se hodnota kritické 
agregační koncentrace nenachází již při koncentraci 0,04 mM (třetí bod zleva), protože 
došlo v tomto bodě k naměření lokálního maxima. Po doplnění grafu o chybové 
úsečky byl tento bod ale vyloučen. Po výpočtu CAC se ale více začalo uvažovat 
o bodu v koncentraci 0,02 mM. Také se nachází v maximu, tedy excimery jsou 
v tomto bodě již nasycené pyrenem. Sraženiny se při koncentraci 30 mg∙dm–3 začaly 
tvořit až od koncentrace 0,4 mM. 
Vzorky, ve kterých se vytvořily sraženiny lze v grafech také poznat podle vysokých 
chybových úseček. Kvůli sraženinám nemělo fluorescenční měření ideální průběh 
vykazující tradiční spektrální tvar pyrenu. Světelný paprsek se odrážel od sraženin 
také jiným směrem než pouze do detektoru, proto byla při každém měření naměřená 
jiná hodnota intenzity fluorescence a následně i poměru EmPI. K měření tohoto typu 
systému bych příště doporučil využití technik infračervené spektroskopie, Ramanovy 
spektroskopie nebo měření povrchového napětí. 
Shrnu-li porovnání průběhů agregace CTAB a PSS v závislosti na různé 
molekulové hmotnosti PSS, pak výsledky nepřinesly žádné výrazné rozdíly. První dvě 
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koncentrace, tady 10 mg∙dm–3 a 15 mg∙dm–3 lze proložit dvěma křivkami a vypočítat 
tak hodnoty CAC i CMC. Při nejvyšší měřené koncentraci je již problém proložit 
naměřená data dvěma křivkami a je možné vypočítat pouze CAC. Naměřené hodnoty 
CAC a CMC jsou shrnuty v Tab. 6. Pro molekulovou hmotnost PSS 70 kDa byly 
hodnoty CAC téměř stejné pro všechny tři měřené koncentrace. Pro molekulovou 
hmotnost PSS 1 MDa byly hodnoty CAC mírně vyšší než u 70 kDa PSS a s rostoucí 
koncentrací se hodnota CAC dále zvyšovala. Při vyšších koncentracích PSS je 
v systému přítomno větší množství vazných míst, proto vzniká i větší množství 
agregátů. Toto je důvod, proč se hodnota maxim poměru Ex:Mo stále snižuje (hodnota 
0,3 při koncentraci 10 mg∙dm–3 až na 0,13 při koncentraci 30 mg∙dm–3. V systému je 
přítomno větší množství agregátů a tudíž je menší pravděpodobnost, že dojde 
k nasycení micel sondou vytvoření excimerů. 
Obecně lze říci, že naměřené hodnoty odpovídají teorii, která říká, že hodnoty CAC 
se nacházejí přibližně o jeden koncentrační řád níž než hodnoty CMC. 
 
Tab. 6: Vypočtené hodnoty CAC a CMC. 
Koncentrace PSS 
PSS – 70 kDa PSS – 1MDa 
CAC [mM] CAC [mM] CMC [mM] 
10 mg∙dm–3 0,0085 0,0063 0,0781 
15 mg∙dm–3 0,0084 0,0092 0,0897 
30 mg∙dm–3 0,0086 0,0107 − 
 
5.9 Interakce hyaluronan a CTAB, koncentrace 30, 50 a 80 mg∙dm–3 
V bakalářské práci [54] byla zjišťována agregace hyaluronanu a CTAB 
ve fosfátovém pufru při koncentraci 5 mg∙dm–3. V tomto případě k žádné agregaci 
nedocházelo z důvodu vysoké iontové síle pufru, která bránila ve vzniku 
elektrostatických interakcí. Tatáž koncentrace byla zároveň proměřena ve vodném 
prostředí, kde již k agregacím docházelo (jeden koncentrační řád před hodnotou 
CMC). Při vyšších koncentracích (15 mg∙dm–3) vznikala mezi hodnotami CAC a CMC 
mikrogelová fáze. 
V této práci byly pomocí fluorescenční spektroskopie všechny vzorky měřeny 
pouze v prostředí 0,15 M NaCl. V další kapitole byly použity koncentrace 
hyaluronanu 30, 50 a 80 mg∙dm–3 ve směsích s PSS, proto byly tyto koncentrace také 
proměřeny zvlášť pouze s rostoucí koncentrační řadou CTAB. 
Pokud byl v systému přítomen hyaluronan o jakékoliv měřené koncentraci (Obr. 
30), docházelo od koncentrace CTAB 0,08 mM k tvorbě mikrogelové fáze. Na rozdíl 
od vzorků připravených ve vodě, s rostoucí koncentrací CTAB byla gelová fáze stále 
přítomna. Dalším rozdílem je nepotvrzený vznik předmicelárních struktur. Hodnota 
kritické micelární koncentrace CTAB v prostředí soli o molární koncentraci 0,15 M je 
přibližně rovna hodnotě 0,09 mM. Před touto koncentrací nedošlo k poklesu hodnoty 
poměru EmPI, nelze tedy říct, že by docházelo ke tvorbě minimicel. Na druhou stranu 
se v systémech tvořila pouze mikrogelová fáze. Pokud se i tato koncentrační řada drží 
trendu, který je vysvětlený v kap. 3, pak se zvyšující se koncentrací CTAB 
(nad 1 mM) by se měly tyto mikrogelové částice opět rozpouštět. 
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Obr. 30: Závislost poměru EmPI na koncentraci CTAB pro hyaluronan v prostředí 
0,15 mM NaCl s různými koncentracemi HyA. ŘADA A má koncentraci HyA 
30 mg∙dm–3, ŘADA B má koncentraci 50 mg∙dm–3 a ŘADA C má koncentraci 
80 mg∙dm–3. 
K již zmiňovanému grafu byly vzorky měřeny od koncentrace CTAB 0,001-1 mM, 
ale protože byly hodnoty EmPI mezi koncentracemi 0,001−0,01 téměř konstantní, 
byly z grafu tyto první hodnoty odebrány, aby byl přehlednější. Další grafickou 
úpravou grafu pro zpřehlednění naměřených výsledků je nastavení osy y, tedy rozmezí 
poměru EmPI mezi 1,0-1,5, přestože v něm chybí konce chybových úseček 
u koncentrace 0,1 mM. Všechna data byla proložena sigmoidní křivkou Boltzmanova 
typu a z ní vypočítány hodnoty kritické micelární koncentrace. Při prokládání dat byla 
brány v úvaze také chybové úsečky naměřených dat. Ve všech měřených systémech 
docházelo ke stejnému efektu a také vypočítané hodnoty CMC jsou téměř stejné. 
Největší rozdíl byl naměřený u koncentrace 50 mg∙dm–3 (řada B), při které byly body 
v okolí CMC velice nerovnoměrné právě z důvodu vzniku mikrogelové fáze. 
Vypočtené hodnoty CMC pro všechny koncentrace hyaluronanu jsou v Tab. 1. 
Tab. 7: Vypočtené hodnoty CMC pro různé koncentrace HyA v CTAB v 0,15 M 
NaCl. 
HyA CMC [mM] 
30 mg∙dm–3 0,082±0,004 
50 mg∙dm–3 0,072±0,025 
80 mg∙dm–3 0,088±0,003 
 
Co se týče srovnání s výsledky získanými v bakalářské práci. Vysoká iontová síla 
nemusela být pouze jediným důvodem, proč nebyly agregáty nalezeny. Při vyšších 
koncentracích hyaluronanu se také minimicely nevyskytovaly, docházelo však 
ke tvorbě mikrogelové fáze. Ta vzniká až při použití vyšších koncentrací hyaluronanu 
než 5 mg∙dm–3 (v tomto případě již od první měřené koncentrace 30 mg∙dm–3). 
Na druhou stranu hyaluronan není dostatečně silný polyelektrolyt, protože polystyren 
sulfonát s CTAB agregoval již od první měřené koncentrace 10 mg∙dm–3. 
55 
 
5.10 Agregační chování směsí HyA a PSS s CTAB při nízkých 
koncentracích 
V kap. 5.8 a v kap. 5.9 byly zkoumány agregace PSS a CTAB, resp. HyA a CTAB. 
V této kapitole byly pomocí fluorescenční spektrofotometrie zkoumány agregace 
směsí PSS a hyaluronanu a CTAB . Celkově byly připraveny 3 různé směsi. Všechny 
obsahovaly stejnou koncentraci hyaluronanu, a to 30 mg∙dm–3, zato ale různé 
koncentrace polystyrensulfonátu sodného. Koncentrace PSS začínaly na 10 mg∙dm–3, 
přes 15 mg∙dm–3, až po 30 mg∙dm–3. Hyaluronan byl tedy s PSS ve vzájemném 
poměru 3:1, resp. 2:1 a 1:1. 
 
Obr. 31: Závislost poměru EmPI na koncentraci CTAB pro směs obsahující 
10 mg∙dm–3 PSS a 30 mg∙dm–3 HyA. Vzájemný poměr obou polyelektrolytů je 1:3. 
Pro porovnání agregačních průběhů jsou zde data z předchozích měření, Řada A 
obsahuje pouze hyaluronan o koncentraci 30 mg∙dm–3, řada B pouze PSS 
o koncentraci 10 mg∙dm–3. 
Obr. 31 znázorňuje první poměr, 3:1 (30 mg∙dm–3 HyA; 10 mg∙dm–3 PSS). Světle 
zelenou barvou je v grafu znázorněna pouze agregace hyaluronanu a CTAB, světle 
červenou je znázorněna agregace PSS a CTAB. Tmavě modrou barvou je graficky 
vyjádřena směs obou polyelektrolytů a CTAB. Agregační průběh směsi až 
do koncentrace CTAB 0,09 mM odpovídá agregačnímu chování PSS. Proložení křivky 
směsi má téměř shodný průběh jako proložení bodů pro PSS (řada B). Od koncentrace 
CTAB 0,06−0,2 mM, tedy v okolí CMC se ve vzorcích tvořily sraženiny. Za touto 
koncentrací již průběh křivky odpovídá spíše agregačnímu chování HyA a CTAB, 
přestože se za koncentrací CTAB 0,2 mM již netvořily ani sraženiny, ani mikrogelová 
fáze. V okolí CMC (v okolí koncentrace CTAB 0,1 mM) dochází k synergickému 
působení obou polyelektrolytů a jejich vlastnosti jsou sčítány. Svou roli v agregačním 
chování tedy hrají obě látky, PSS i hyaluronan. 
Přestože je poměr první směsi popsán jako 3:1, stále se jedná pouze o poměr 
hmotnostních koncentrací. Proto je možné si vypočítat také koncentrace vazebných 
míst jak hyaluronanu, tak i PSS. Molekulová hmotnosti jednoho monomeru PSS je 
206,2 g∙mol–1 a molekulová hmotnost jednoho monomeru HyA je 402,31 g∙mol–1. 
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Z výpočtů pak lze dojít k závěrům, že v tomto systému je nakonec u hyaluronanu 
pouze o 50 % vazebných míst víc než u PSS. 
 
Obr. 32: Závislost poměru EmPI na koncentraci CTAB pro směs obsahující 
15 mg∙dm–3 PSS a 30 mg∙dm–3 HyA. Vzájemný poměr obou polyelektrolytů je 1:2. 
Pro porovnání agregačních průběhů jsou zde data z předchozích měření, Řada A 
obsahuje pouze hyaluronan o koncentraci 30 mg∙dm–3, řada B pouze PSS 
o koncentraci 15 mg∙dm–3. 
Obr. 32 znázorňuje poměr mezi hyaluronanem a PSS 2:1 (30 mg∙dm–3 HyA; 
10 mg∙dm–3 PSS). Při opětovném přepočtu na vazebná místa lze zjistit, že poměry 
vazebných míst hyaluronanu i PSS jsou si téměř rovny. Také v tomto případě se 
v systému tvoří sraženiny, opět od koncentrace odpovídající CMC (konkrétně 
v rozmezí 0,08 mM až po poslední měřený vzorek). Z naměřených dat i proložení 
bodů lze stejně jako v předchozím případě konstatovat, že do koncentrace CTAB 
0,1 mM je průběh poměru EmPI směsi srovnatelný s průběhem samotného PSS 
při koncentraci 15 mg∙dm–3. Za touto koncentrací bude opět převládat vliv 
hyaluronanu. Opět zde bude docházet k synergickému působení v okolí CMC, ale 
tento vliv není tak výrazný jako v předchozí směsi. 
Obr. 33 je poslední měřená řada pomocí pyrenu, poměr mezi HyA a PSS byl 1:1. 
Podle stejného výpočtu jako v předchozích dvou případech zjistíme, že koncentrace 
vazebných míst PSS je v téměř 100% nadbytku oproti vazebným místům HyA. Také 
zde docházelo ke tvorbě sraženin, v koncentračním rozsahu CTAB 0,2−1 mM. 
V tomto případě vypadá, že mezi oběma polyelektrolyty dochází ke kompetativnímu 
působení. Do koncentrace CTAB 0,1 mM se agregace účastní pravděpodobně všechen 
PSS, za koncentrací 0,1 mM je již PSS navázán do komplexů a agregace se může 
účastnit již také hyaluronan. 
Ze samostatného měření agregace hyaluronanu a CTAB v prostředí soli docházelo 
již při koncentraci 30 mg∙dm–3 ke tvorbě gelové fáze. Ve směsi obsahující jakoukoliv 
koncentraci PSS ale znovu k tomuto efektu nedocházelo, na druhou stranu převládaly 
vlastnosti PSS a tvořily se sraženiny. 
Z fluorescenčního měření nelze jednoznačně potvrdit, zda předložená diskuse 
odpovídá skutečnému stavu. Faktem ale je, že hyaluronan je slabý polyelektrolyt 
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(skupina -COO
−
 je slabě kyselou funkční skupinou), zatímco polystyrensulfonát sodný 
je polyelektrolyt silný (skupina –OSO3
−
 je silně kyselou funkční skupinou). Nejdříve 
by se tedy měl vázat PSS a až následně při zvyšování koncentrace CTAB by mělo 
docházet ke tvorbě komplexů také s hyaluronanem. V prvních dvou směsích není 
příliš vysoká koncentrace PSS, proto může docházet ke společnému vázání 
hyaluronanu i PSS. Při vyšší koncentraci PSS (poměr 1:1) se nejdříve bude vázat PSS 
a až následně hyaluronan. Tato hypotéza by se dala potvrdit pomocí elementární 
prvkové analýzy vzniklých sraženin a gelů, která je usnadněna právě skutečností, že 
PSS obsahuje ve své struktuře atom síry. 
 
Obr. 33: Závislost poměru EmPI na koncentraci CTAB pro směs obsahující 
30 mg∙dm–3 PSS a 30 mg∙dm–3 HyA. Vzájemný poměr obou polyelektrolytů je 1:1. 
Pro porovnání agregačních průběhů jsou zde data z předchozích měření, Řada A 
obsahuje pouze hyaluronan o koncentraci 30 mg∙dm–3, řada B pouze PSS 
o koncentraci 30 mg∙dm–3 
 
6. ZÁVĚR 
Cílem této diplomové práce bylo zpracovat literární rešerši na téma interakce 
tenzidů s polyelektrolyty. Dále navrhnout experimenty, které budou zaměřené 
na studium interakcí v roztocích hyaluronan−tenzid a polystyrensulfonát sodný−tenzid 
za pomocí fluorescenční spektrofotometrie, provést navrhnuté experimenty a porovnat 
průběhy interakcí ve studovaných systémech. Všechny připravené systémy byly 
v prostředí 0,15 M NaCl. 
Na začátku práce byla mimo jiné zjišťována schopnost interakce nenabitého 
polysacharidu dextranu s CTAB. Snahou bylo připravit systém obsahující gel stejně 
jako v případě hyaluronan−CTAB. I při vysoké koncentraci (50 hm. %) dextranu 
ke tvorbě gelové fáze nedošlo, což bylo způsobeno úplnou nepřítomností 
elektrostatických interakcí. 
V další části práce byly zjišťovány agregační schopnosti PSS a CTAB při vysokých 
koncentracích CTAB (mnohonásobně vyšší koncentrace než hodnota CMC, systém 
tedy obsahuje velké množství micel). Při nižších koncentracích PSS 
(1 hm. %−7 hm. % pro PSS o molekulové hmotnosti 73 kDa a 1 hm. %−6 hm. % 
pro PSS o molekulové hmotnosti 1 MDa) docházelo ke tvorbě sraženin, při vyšších 
koncentracích PSS se sraženiny rozpustily. V případě nasycení funkčních skupin PSS 
molekulami tenzidů dochází ke tvorbě komplexů, které jsou ve vodném prostředí 
nerozpustné. S vyšší koncentrací PSS je v systému více vazebných míst, proto je 
distribuce vazeb pravidelně rozdělená mezi všechny vazebná místa a nedochází 
k úplnému nasycení všech funkčních skupin a tedy ani ke tvorbě komplexů (sraženin). 
Podobným způsobem byla ve zkumavkách připravena koncentrační řada PSS 
s přídavkem konstantního množství HyA a za konstantní koncentrace CTAB. Připravil 
jsem celkem 4 různé koncentrační řady lišící se molekulovými hmotnostmi obou 
polyelektrolytů. Nafocené obrázky z připravených vzorků je možné vidět v kap. 5.7. 
Pomocí fluorescenční spektroskopie byly studovány tři koncentrační řady CTAB a 
PSS. PSS byl v koncentracích 10 mg∙dm–3, 15 mg∙dm–3 a 30 mg∙dm–3. Při nízkých 
koncentracích CTAB (před hodnotou CMC) se v systému tvořily předmicelární 
útvary, které byly zaznamenány jako pokles poměru EmPI jeden až dva koncentrační 
řády před hodnotou CMC. V okolí CMC docházelo k systémové změně a ve vzorcích 
se tvořily komplexní útvary – sraženiny. Při nižších koncentracích PSS se tyto 
sraženiny za hodnotou CMC opět rozpustily, při koncentraci 30 mg∙dm–3 však zůstaly 
sraženiny až do posledního měřeného vzorku. Významnou roli tedy hraje množství 
vazebných míst, která jsou v systému přítomna. 
V další části práce byly zkoumány interakce hyaluronanu a CTAB. Koncentrace 
hyaluronanu byly 30 mg∙dm–3, 50 mg∙dm–3 a 80 mg∙dm–3. Při jakékoliv koncentraci 
HyA docházelo od koncentrace CTAB 0,08 mM k tvorbě mikrogelové fáze, která 
zůstala ve vzorcích přítomna až do poslední měřené koncentrace. Dále nebyla 
v prostředí 0,15 M NaCl potvrzena přítomnost předmicelárních útvarů jako tomu bylo 
v prostředí čisté vody. V tomto případě musela stále hrát významnou roli vysoká 
iontová síla 0,15 M NaCl. 
V poslední části práce byly zkoumány směsi obsahující PSS a HyA v různých 
koncentračních poměrech s CTAB. V prvním poměru PSS:HyA = 1:3 se 
od koncentrace CTAB 0,06−0,2 mM, tedy v okolí CMC, začaly ve vzorcích tvořit 
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sraženiny. Za touto koncentrací již průběh křivky odpovídá spíše agregačnímu chování 
HyA a CTAB, přestože se za koncentrací CTAB 0,2 mM již netvořily ani sraženiny, 
ani mikrogelová fáze. V okolí CMC (v okolí koncentrace CTAB 0,1 mM) dochází 
k synergickému působení obou polyelektrolytů a jejich vlastnosti jsou sčítány. Svou 
roli v agregačním chování tedy hrají obě látky, PSS i hyaluronan. 
V druhém poměru HyA:PSS = 2:1 byl průběh agregačního chování shodný jako 
v předchozím poměru, jen v okolí CMC nebylo pozorováno tak silné synergické 
působení jako u předchozí směsi. 
V posledním poměru HyA:PSS = 1:1 taky docházelo ke tvorbě sraženin, avšak 
na rozdíl od obou předchozích směsí, v tomto případě převládalo v systému 
kompetativní působení obou polyelektrolytů, Do koncentrace CTAB 0,1 mM se 
agregace účastní pravděpodobně všechny molekuly PSS, za koncentrací 0,1 mM je již 
PSS navázán do komplexů a agregace se může účastnit již také hyaluronan. 
V této diplomové práci bylo úspěšně dosaženo všech předepsaných cílů. 
Při srovnání obou polyelektrolytů (PSS a HyA) docházelo k rozdílným průběhům 
agregačního chování způsobeným rozdílnou silou funkčních skupin u PSS i HyA. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZNAČEK A SYMBOLŮ 
CAC  kritická agregační koncentrace 
CMC  kritická micelární koncentrace 
cS   koncentrace tenzidu 
CTAB  cetyltrimethylamonium bromid 
č. š.   číslo šarže 
Ex:Mo poměr hodnoty intenzity fluorescence excimeru a prvního 
vibračního pásu pyrenu 
HyA  hyaluronan (sodná sůl kyseliny hyaluronové) 
I1=IM  intenzita fluorescence prvního vibračního pásu pyrenu (373 nm) 
I3   intenzita fluorescence třetího vibračního pásu pyrenu (382 nm) 
IE   intenzita fluorescence excimeru pyrene (470 nm) 
mM   koncentrace milimol = mmol∙dm–3 
ORO  hydrofobní barvivo Olejová červeň O (Oil Red O) 
PAA  polyakrylová kyselina 
PAAM  polyalkylamidy 
PSS   polystyrensulfonát sodný 
PAL  povrchové aktivní látka 
EmPI  poměr prvního a třetího vibračního pásu pyrenu – polaritní index 
pyrenu 
SDS  dodecyl sulfát sodný 
SRG  hydrofobní barvivo Sudan Red G 
UV-VIS  ultrafialová-viditelná oblast 
